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Dans les neurones et les cellules vasculaires cérébrales, les dérivés réactifs de 
l’oxygène jouent un double rôle puisqu’ils peuvent avoir à la fois des effets bénéfiques, à 
faibles concentrations, et des effets délétères, à des concentrations élevées. Chez la souris, 
la circulation cérébrale se distingue des autres lits vasculaires puisque le peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) est le principal médiateur endothélial relaxant endogène. L’objectif 
de notre première étude a été de caractériser l’implication physiologique du H2O2 dérivé 
de la eNOS dans la fonction endothéliale cérébrale de la souris. Nous avons voulu 
identifier les mécanismes impliqués dans la dilatation induite par l’augmentation de débit 
intra-luminal (flow-mediated dilation, FMD). La FMD est la réponse à un stimulus 
physiologique endothélial la plus représentative de la situation in vivo. Nous avons 
démontré que le H2O2, et non le monoxyde d’azote (NO), dérivant de l’activation de la 
eNOS cérébrale, est le principal médiateur de la FMD. Cependant, nous connaissons très 
peu de données sur l’évolution de la voie du H2O2 au cours du vieillissement qu’il soit 
associé ou non aux facteurs de risque pour les maladies cardiovasculaires. 
Au cours du vieillissement, au niveau périphérique, les facteurs endothéliaux 
constricteurs ou dilatateurs évoluent en fonction de l’augmentation de stress oxydant. La 
présence de facteurs de risque pour les maladies cardiovasculaires, telle que 
l’hypercholestérolémie, pourrait accentuer l’augmentation du stress oxydant et ainsi 
accélérer la dysfonction endothéliale. Au niveau cérébral, très peu de données sont 
disponibles. Dans le cadre de notre deuxième étude, nous avons émis l’hypothèse qu’un 
débalancement des facteurs endothéliaux pourrait être à l’origine (1) de la dysfonction 
endothéliale cérébrale observée au cours du vieillissement et (2) de la dysfonction 
endothéliale précoce qui apparaît en présence d’athérosclérose. Nos résultats ont montré 
que l’augmentation de stress oxydant associée au vieillissement conduit à une libération 
endogène accrue de TXA2 qui diminue la voie du H2O2 au niveau cérébral et, par 
conséquent, réduit la dilatation dépendante de l’endothélium. De plus, la présence 
d’athérosclérose accélère l’apparition de la dysfonction endothéliale cérébrale. Le rôle clé 
joué par le stress oxydant a été confirmé par un traitement préventif avec l’antioxydant 
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catéchine qui a permis de renverser tous les effets délétères de l’athérosclérose sur les 
fonctions endothéliales cérébrales. 
Finalement, la dysfonction endothéliale cérébrale précoce, associée avec 
l’athérosclérose, pourrait non seulement augmenter l’incidence de développer des 
accidents vasculaires cérébraux (AVC) mais aussi induire une diminution du débit 
sanguin cérébral et, ultimement, affecter les fonctions neuronales. Dans le cadre de notre 
troisième étude, nous avons émis l’hypothèse que l’augmentation de stress oxydant est 
associée avec une diminution du débit sanguin cérébral et un déclin subséquent des 
fonctions cognitives. Nous avons utilisé des souris athérosclérotiques âgées de 3 mois que 
nous avons soumises, ou pas, à un traitement chronique à la catéchine. Nos travaux 
montrent qu’un traitement préventif avec la catéchine peut prévenir les effets néfastes de 
l’athérosclérose sur la FMD, le débit sanguin et le déclin des fonctions cognitives qui est 
normalement associé au vieillissement. 
Nos résultats ont permis de distinguer l’effet du vieillissement des effets de 
l’athérosclérose sur les fonctions vasculaires cérébrales. Le traitement préventif avec la 
catéchine a eu des effets bénéfiques marqués sur la fonction endothéliale cérébrale, le 
débit sanguin cérébral et les fonctions cognitives, démontrant le rôle clé de 
l’environnement redox dans la régulation des fonctions cérébrales.  
 
Mots-clés : Circulation cérébrale, peroxyde d’hydrogène, endothélium, vieillissement, 
athérosclérose, fonction cérébrale. 
 v 
Abstract 
Reactive oxygen species can have different roles in neurons and cerebral vascular 
cells as low concentrations are beneficial while unlikable effects are observed at higher 
concentrations. Mice cerebral circulation is different from other vascular beds as 
hydrogen peroxide (H2O2) is a major endogenous endothelium-derived relaxing factor. 
The objective of our first study was to characterize the physiological implication of H2O2 
derived from eNOS activation in mice cerebral arteries. We tried to identify the 
mechanisms implicated in flow-mediated dilation (FMD), the most physiological reactive 
endothelial function. Our study suggested that H2O2, but not nitric oxide, derived from 
cerebral eNOS activity was the main factor implicated in the regulation of FMD. 
However, the evolution of this dilatory pathway through ageing associated or not with 
risk factors for cardiovascular diseases is poorly understood. 
Ageing is associated with increase oxidative stress and endothelial dysfunction, 
the later characterized by an imbalance in the release of endothelial constricting and 
relaxing factors. Risk factors for cardiovascular diseases, such as hypercholesterolemia, 
can increase oxidative stress and could hasten endothelial dysfunction. However, the 
evolution of the endothelial factors through ageing, particularly H2O2 dilatory pathway, in 
the cerebral circulation is still not well described. In our second study, we hypothesise that 
alterations in endothelial factors might be responsible for (1) cerebral endothelial 
dysfunction observed during ageing and (2) the accelerated endothelial dysfunction 
associated with atherosclerosis. Our results suggested that increased in oxidative stress 
associated with ageing leads to the release of endogenous TXA2, which in turn, reduces 
eNOS activity and, consequently, reduces endothelial-dependent dilation. Furthermore, 
we found that oxidative stress increase associated with atherosclerosis hastens cerebral 
endothelial dysfunction in mice. The implication of oxidative stress was confirmed by the 
beneficial effect of the antioxidant catechin on atherosclerosis associated cerebral 
endothelial function.  
Finally, premature cerebral endothelial dysfunction observed during 
atherosclerosis could not only be associated with increase stroke incidence but also 
associated with a reduction in cerebral blood flow and, ultimately, a decrease in cognitive 
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function. For our third study, we hypothesise that oxidative stress increase during 
atherosclerosis is associated with reduced cerebral blood flow and an accelerated 
cognitive function decline normally associated with ageing. We treated 3 month-old 
atherosclerotic mice with the antioxidant catechin and used untreated mice as controls. 
Our results suggested that catechin treatment can prevent the decrease in FMD, the 
decrease in cerebral blood flow and cognitive function decline observed during 
atherosclerosis. 
Taken together, our study allows to distinguish the effect of ageing and 
atherosclerosis on cerebrovascular function. Catechin treatment had beneficial effects on 
endothelial dilation, cerebral blood flow and cognitive function suggesting that the redox 
environment is a key player in the regulation of cerebral function. 
 
  
Keywords : Cerebral circulation, hydrogen peroxide, endothelium, ageing, 
atherosclerosis, cerebral function. 
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1 Revue de la littérature 
Ma thèse porte sur l’évolution de la fonction endothéliale cérébrale au cours du 
vieillissement. Mes travaux ont tenté d’établir un lien entre la fonction endothéliale, le 
débit sanguin cérébral et la fonction cognitive, en présence d’un facteur de risque pour les 
maladies cardiovasculaires tel que l’athérosclérose. Dans cette thèse, vous pourrez lire les 
différents résultats obtenus au cours de mes études, qui font l’objet de trois articles. Je 
ferai d’abord une introduction afin de vous familiariser avec tous les sujets traités. Celle-
ci sera suivie des trois articles sur lesquels ont porté mes travaux et je terminerai par une 
discussion résumant l’ensemble des données en exposant leurs points forts et leurs points 
faibles, ainsi que leur implication dans un contexte scientifique.  
1.1 La circulation cérébrale 
Il faut, tout d’abord, dissocier la circulation cérébrale de la circulation 
périphérique. La plus grande particularité du cerveau est sans aucun doute le fait que 
celui-ci possède une quantité limitée de réserve énergétique; son intégrité dépend donc de 
l’apport constant d’oxygène (O2) et de glucose (Guyton & Hall 2000). Le cerveau 
représente environ 2% du poids corporel humain mais reçoit près de 15% du volume de 
sang éjecté par le cœur à chaque battement (Williams & Leggett 1989). Les vaisseaux 
cérébraux sont ainsi dotés de mécanismes adaptatifs tels que l’autorégulation du débit 
sanguin qui permettent d’assurer une perfusion adéquate et de maintenir l’homéostasie du 
cerveau. 
1.1.1 Particularités des artères cérébrales 
Lorsqu’on parle de la circulation cérébrale, cela inclut la macrocirculation (les 
artères carotidiennes et leurs prolongements) et la microcirculation (l’artère «piale», les 
artérioles pénétrantes, les capillaires et les veinules, voir figure 1). L’organisation du 
système vasculaire cérébral est très particulière puisque l’apport sanguin du cerveau tout 
entier provient de deux artères carotidiennes et de deux artères vertébrales. Les artères 
vertébrales et carotidiennes s’unissent, via les artères communicantes postérieures, afin de 
former le cercle de Willis et donner naissance aux artères cérébrales antérieures, 
antérieures communicantes, moyennes ainsi que leurs branches à partir des quelles 
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émergent les artères piales puis les artérioles pénétrantes (Crossman & Neavy 2004). Ce 
les artérioles pénétrantes qui entrent dans le cerveau afin de permettre l’irrigation 
(Iadecola & Davisson 2008). L’arrangement des veines cérébrales est également 
particulier : les artères «piales» ne sont pas jumelées avec les veines «piales». Le drainage 
veineux cérébral se divise en deux groupes, soit le drainage superficiel et le drainage 
profond. Le système superficiel est composé de sinus veineux localisés sur la surface de la 
matière cérébrale alors que le système profond est composé de veines pénétrant dans le 
cerveau se déversant dans la veine de «Galen». Les deux systèmes fusionnent et déversent 
leurs contenus dans les deux veines jugulaires qui descendent parallèlement aux artères 
carotidiennes, afin de drainer le sang dans la veine cave (Allroggen & Abbott 2000).  
Dans le corps humain, les artères ont deux principales fonctions. Tout d’abord, 
elles doivent livrer le sang à partir du ventricule gauche jusqu’aux différents organes et 
tissus en fonction de leurs besoins. Ensuite, elles doivent être capables d’absorber les 
pulsations générées par le cœur de façon à assurer un débit sanguin continu ou presque 
continu (O'Rourke 2007). Au niveau cérébral, cela prend une toute autre expression 
puisque le débit sanguin doit absolument être maintenu constant. Un concept majeur en 
physiologie est que les grosses artères sont des artères de conductance alors que les petites 
artères (< 200 !m) régulent la résistance vasculaire. Toutefois, il a été démontré que dans 
la circulation cérébrale, les grosses artères et les artères «piales» comptent pour le 2/3 de 
la résistance vasculaire (Tamaki & Heistad 1986; Faraci & Heistad 1990). Les vaisseaux à 
l’extérieur du cerveau ont donc une grande influence sur le débit sanguin cérébral. De 
plus, les grosses artères cérébrales sont plus susceptibles de développer des lésions 
athérosclérotiques que les petites artères intracrâniennes (Faraci & Heistad 1990).  
Puisque les artères cérébrales sont capables de réagir aux variations de pH, à un 
certain nombre de composés chimiques ainsi qu’aux changements intra-artériels de débit 
et de pression (Ngai & Winn 1995), le contrôle de la pression par la macrocirculation 
cérébrale s’effectue par des mécanismes intrinsèques tel que l’autorégulation et 
l’hyperémie fonctionnelle (Kulik et al. 2008). Le principal mécanisme impliqué dans la 
régulation constante du débit sanguin cérébral est sans aucun doute le phénomène 






Figure 1. Schématisation de la circulation cérébrale montrant les particularités des artères 




La pression artérielle, un déterminant majeur du débit sanguin cérébral, varie au 
cours des activités quotidiennes et influence le débit sanguin cérébral. Une augmentation 
ou diminution du débit sanguin cérébral pourrait s’avérer très dommageable au niveau 
central. L’autorégulation permet de maintenir l’homéostasie cérébrale dans un intervalle 
de pression systolique assez large, de 60 à 150 mm Hg (Paulson et al. 1990). Si la 
pression diminue sous la barre des 60 mm Hg, l’autorégulation n’est alors plus efficace et 
on obtient une baisse de débit. À l’opposé, lorsque la pression systémique dépasse la 
capacité d’autorégulation, le débit sanguin cérébral augmente de façon passive jusqu’à la 
rupture de l’artère (Faraci & Heistad 1990; Paulson et al. 1990). En cas d’hypertension 
artérielle, la limite supérieure de l’autorégulation peut être modifiée par le système 
sympathique, protégeant ainsi le cerveau contre l’augmentation de pression. Le système 
parasympathique ne semble pas jouer de rôle dans le processus de l’autorégulation mais 
pourrait être impliqué lors de certaines pathologies telles que l’ischémie et les migraines 
(Hamel 2006). 
L’autorégulation réfère à cette capacité des artères d’adapter leur diamètre (leur 
résistance) aux différents changements de pression afin de maintenir le débit constant. 
Non seulement ce mécanisme permet de maintenir le débit sanguin cérébral constant 
indépendamment des variations de pressions artérielles, mais il protège aussi la 
microcirculation contre les dommages associés à l’augmentation de pression (Iadecola & 
Nedergaard 2007). La base cellulaire de l’autorégulation réside dans la capacité 
intrinsèque des cellules musculaires lisses vasculaires à se contracter suite à une 
augmentation de pression ou à se relaxer lors d’une diminution de pression. Ce 
phénomène est aussi appelé tonus myogénique et a été décrit pour la première fois par le 
Dr. Bayliss en 1902 (Bayliss 1902). L’endothélium vasculaire cérébral, par la relâche de 
médiateurs vasoactifs, peut aussi influencer l’autorégulation (Faraci 1992). L’implication 
de l’endothélium sera discutée ultérieurement dans cette thèse.  
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1.1.2.1 La réponse myogénique  
On doit distinguer la réponse myogénique du tonus myogénique. Le tonus 
myogénique reflète un niveau de contraction atteint par une artère lorsqu’elle est exposée 
à un niveau constant de pression. La réponse myogénique correspond plutôt à une 
altération du tonus myogénique, en réponse à des variations de pression (Davis & Hill 
1999). La réponse myogénique repose sur le principe qu’une augmentation de la pression 
intravasculaire induit une contraction des artérioles afin de diminuer le débit sanguin et de 
rétablir la pression intravasculaire dans les capillaires (Guyton & Hall 2000). La réponse 
myogénique possède plusieurs fonctions dont la régulation de la perfusion tissulaire, la 
protection des capillaires contre les fluctuations de pression systémique et l’envoi d’un 
signal impliqué dans la régulation de la pression systémique (Schubert et al. 2008). 
Remarquablement, depuis sa découverte en 1902, notre compréhension de ce 
phénomène reste encore très incomplète. Un changement de tension à l’intérieur de 
l’artère semble être à l’origine des réponses myogéniques, puisque l’altération de la 
tension intravasculaire, mais non les variations de la longueur de la cellule, induisent une 
modulation du Ca2+ intracellulaire des cellules musculaires lisses vasculaires (Brayden et 
al. 2008). Plusieurs études ont tenté d’identifier la structure capable de percevoir les 
changements de tension et de les transformer en stimuli biochimiques, sans toutefois 
fournir d’évidences claires (Spofford & Chilian 2003; Inoue et al. 2004; Brayden et al. 
2008). En 1984, une étude célèbre effectuée par le groupe de Harder a montré que 
l’augmentation de la pression intra-artérielle à elle seule pouvait induire la dépolarisation 
des cellules, stimuler l’influx calcique et la vasoconstriction (Harder 1984). Il faut 
toutefois noter que les cellules endothéliales exercent également un contrôle puissant sur 
le tonus vasculaire, en relâchant plusieurs agents vasodilatateurs et vasoconstricteurs 
(Andresen et al. 2006).  
 
1.1.3 L’hyperémie fonctionnelle 
Une des fonctions les plus surprenantes et fondamentales de la circulation 
corporelle est l’habileté de chaque tissu à contrôler son propre débit sanguin en réponse à 
la demande métabolique. Le cerveau consomme environ 3,5 ml d’oxygène / 100 g de 
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tissu/ minute. Toutefois, le débit sanguin est très hétérogène à l’intérieur du cerveau et 
varie énormément en fonction de la demande métabolique des différentes régions de 
celui-ci en étant 4 fois plus grande dans la matière grise que dans la matière blanche. Ce 
phénomène est appelé hyperémie fonctionnelle et son fonctionnement reste encore 
inconnu.  
L’hyperémie fonctionnelle est un autre moyen intrinsèque, en plus de 
l’autorégulation, qui permet un contrôle pointu du débit sanguin au niveau cérébral. 
L’hyperémie fonctionnelle est basée sur la théorie métabolique qui stipule qu’une 
substance vasodilatatrice diffuse dans l’espace interstitiel afin d’induire une dilatation des 
cellules musculaires lisses des artérioles de façon proportionnelle à la demande 
métabolique (Iadecola & Nedergaard 2007). Voilà plus de 100 ans que les Drs Roy et 
Sherrington ont proposé que les neurones libèrent des agents dans l’espace extracellulaire 
qui, par diffusion, peuvent induire une dilatation des vaisseaux (Roy & Sherrington 1890). 
Bien que la diffusion d’une substance vasoactive ne semble pas être assez rapide pour être 
efficace, plusieurs évidences viennent appuyer cette théorie (Drake & Iadecola 2007). En 
effet, plusieurs agents tels que l’O2 et l’adénosine, ont été proposés pour expliquer 
l’augmentation du débit sanguin cérébral suite à une activation du métabolisme neuronal. 
Il a été amplement suggéré que la consommation d’O2 pourrait engendrer 
l’augmentation du débit sanguin cérébral. Toutefois, des études ont montré qu’il n’y avait 
aucune relation entre l’intensité de la consommation d’O2 et l’intensité de l’augmentation 
du débit sanguin cérébral (Mintun et al. 2001). En revanche, la possibilité que la 
diminution d’O2 soit impliquée dans l’hyperémie fonctionnelle n’est pas exclue. 
L’accumulation d’adénosine, due à une augmentation de la consommation d’adénosine 
triphosphate (ATP), est aussi un excellent candidat de l’hyperémie fonctionnelle, puisqu’il 
a été démontré qu’une inhibition des récepteurs de l’adénosine (A2A) a pour effet de 
diminuer le débit sanguin cérébral (Phillis 2004). Les niveaux d’hydrogène (H+), d’ions 
potassiques (K+), le monoxyde d’azote (NO), les prostaglandines et les acides 
époxyéicosatrienoïques (EET) ont aussi été suggérés comme potentiellement impliqués 
dans l’hyperémie fonctionnelle (Iadecola & Nedergaard 2007). Toutefois, aucun 
mécanisme n’est encore à ce jour clairement défini. Plusieurs types cellulaires ont été 
impliqués dans l’hyperémie fonctionnelle dont les neurones, les astrocytes et les cellules 
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musculaires lisses vasculaires (Takano et al. 2006) et leur implication dans l’hyperémie 
fonctionnelle sera décrite ultérieurement (voir section 1.2).  
 
 
Le contrôle du débit sanguin, par le phénomène d’autorégulation (incluant la 
réponse myogénique et l’implication endothéliale) et l’hyperémie fonctionelle, est 
primordial au niveau cérébral puisque le cerveau nécessite un apport constant d’O2 et de 
nutriments. Les artères cérébrales, à cause de leur organisation et de leurs mécanismes 
adaptatifs, peuvent réagir aux changements intra-artériels et effectuer un contrôle précis 
du débit sanguin cérébral. Toutefois, la régulation du débit sanguin est plus complexe 
encore et d’autres types cellulaires, tels que les neurones et les astrocytes, peuvent aussi 
avoir une influence sur le tonus vasculaire. 
 
1.2 Les types cellulaires du cerveau 
Au niveau cérébral, les vaisseaux sanguins sont entourés de pieds d’astrocytes, de 
péricytes et de neurones pouvant tous influencer le tonus vasculaire. Les cellules 
neuronales ont historiquement été identifiées comme l’unité fonctionnelle du cerveau 
(Lok et al. 2007). Ainsi, la majorité des traitements développés contre les maladies du 
système nerveux central étaient basés sur la préservation des neurones. Toutefois, les 
études cliniques de ces traitements montraient alors peu ou pas d’effet bénéfique (Lok et 
al. 2007). Il a donc été nécessaire d’attendre les études menées par le Dr. Krimer et ses 
collègues qui ont démontré que les neurones dopaminergiques centraux entraient en 
contact direct avec la lame basale des vaisseaux et que la micro-injection de dopamine 
pouvait induire une vasoconstriction prononcée (Krimer et al. 1998). Alors que ces études 
suggèrent une communication directe des neurones avec les vaisseaux sanguins, d’autres, 
telles que celle menée par le Dr. Filosa, suggèrent que les neurones agissent sur les 
vaisseaux via l’activation des astrocytes (Filosa & Blanco 2007). Or, ces évidences 
démontrent que les fonctions cérébrales semblent être régulées par un complexe incluant 
les neurones, les astrocytes et les cellules endothéliales. Ce complexe a alors été nommé : 
l’unité neuro-vasculaire (Iadecola 2004; Abbott et al. 2006). En plus de leurs associations 
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physiques, les composantes cellulaires de l’unité neuro-vasculaire interagissent entre elles 
par des mécanismes de rétro-contrôles positifs et négatifs afin de réguler les différentes 
fonctions cérébrales.  
1.2.1 Les neurones 
Le neurone est l’unité signalétique de la neurotransmission et un type cellulaire clé 
au sein du système nerveux. Les neurones sont disposés sous forme de circuits et 
communiquent entre eux par l’entremise des synapses. Cette communication nécessite la 
propagation d’un signal électrique rapide sous forme de potentiel d’action tout au long de 
l’axone. Ce potentiel d’action engendre une dépolarisation du neurone pré-synaptique 
puis la libération d’un neurotransmetteur capable à son tour de dépolariser le neurone 
post-synaptique, propageant ainsi l’influx nerveux dans un deuxième neurone (Allen & 
Barres 2009). Comme les neurones ne peuvent faire des réserves d’énergie, ils sont très 
sensibles aux diminutions de l’apport sanguin.  
Les fibres nerveuses sur les vaisseaux sanguins ont été identifiées pour la première 
fois par Thomas Willis vers la fin des années 1600. Depuis, plusieurs études ont 
documenté la présence d’innervation neuronale sur les artères extra-parenchymateuses 
(Hamel 2006). Les neurones sécrètent des neurotransmetteurs tels que l’acétylcholine 
(ACh), l’acide gamma-aminobutyrique (GABA) et les catécholamines qui possèdent tous 
des propriétés vasoactives. Le glutamate, qui n’est pas vasoactif, peut également être 
sécrété et est capable d’induire la libération d’autres neurotransmetteurs (Lok et al. 2007). 
C’est à travers ces neurotransmetteurs que les neurones peuvent influencer de façon 
directe le tonus vasculaire cérébral. En effet, il a été démontré que la stimulation 
pharmacologique d’un neurone glutaminergique engendre une libération de monoxyde 
d’azote (NO) et une vasodilatation subséquente (Rancillac et al. 2006). Cependant, 
l’interaction directe entre les neurones et la circulation cérébrale reste encore à démontrer 
(Iadecola & Nedergaard 2007). Il a été établi que l’augmentation de Ca2+ intra-
astrocytaire précédait invariablement la vasodilatation des artères suite à la stimulation 
neuronale (Filosa et al. 2006). Par conséquent, il est concevable que la libération de 
neurotransmetteurs puisse augmenter la concentration de Ca2+ intracellulaire des 
astrocytes causant l’activation de la cyclooxygénase ou des canaux potassiques à grande 
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conductance et une vasodilatation des artères (Girouard et al. ; Takano et al. 2006; 
Iadecola & Nedergaard 2007). 
1.2.2 Les astrocytes 
Les astrocytes sont présents en bien plus grand nombre que les neurones dans le 
cerveau des mammifères et, sans leur présence, les neurones meurent (Allen & Barres 
2009). Les astrocytes sont moins sensibles que les neurones à la privation d’O2 et de 
glucose puisqu’ils ont la possibilité d’emmagasiner du glucose sous forme de glycogène; 
de plus ils nécessitent moins d’énergie pour fonctionner (Rossi et al. 2007). Les astrocytes 
ont comme fonction de supporter la neurotransmission, de maintenir la balance ionique de 
l’espace extracellulaire et de réguler la vitesse de propagation du potentiel d’action 
neuronal. En effet, comme ils ont une grande perméabilité au K+, ils sont importants dans 
la régulation de la concentration de K+ extracellulaire, ce qui leur permet de maintenir 
l’excitabilité neuronale (Koehler et al. 2006). Les astrocytes fournissent les substrats pour 
la neurotransmission, maintiennent une barrière physique entre les neurones et régulent 
l’excès de neurotransmetteurs dans l’espace extracellulaire (dégradation et recapture des 
neurotransmetteurs). Bien qu’ils n’aient pas la possibilité d’émettre des potentiels 
d’action, les astrocytes sont liés entre eux par les jonctions gap et peuvent donc 
communiquer via la propagation calcique : une augmentation de Ca2+ dans les astrocytes 
induit une augmentation de Ca2+ dans les astrocytes adjacents (Dani et al. 1992).  
Les artères et artérioles cérébrales sont séparées de la matière parenchymateuse 
par une extension de l’espace sub-arachnoïque appelé l’espace Virchow-Robin (voir 
figure 1) (Iadecola & Nedergaard 2007). Alors que les artères cérébrales pénètrent dans le 
cerveau, la lame basale des artères entre directement en contact avec les astrocytes péri-
vasculaires. À ce stade, les astrocytes peuvent influencer l’expression phénotypique des 
cellules endothéliales et guider la formation des capillaires lors de l’angiogénèse (Koehler 
et al. 2009). À cause de leur étroite relation avec les neurones et les vaisseaux, les 
astrocytes sont les candidats idéaux pour influencer le contrôle du débit sanguin cérébral. 
En effet, plusieurs études montrent l’implication des astrocytes dans le couplage neuro-
vasculaire (Filosa et al. 2006).  
 
 32 
1.2.3 L’endothélium et la barrière hémato-encéphalique 
Les artères et artérioles cérébrales sont pourvues d’une monocouche de cellules 
endothéliales et d’une ou plusieurs couches de cellules musculaires lisses (éléments 
contractiles du vaisseau). L’endothélium est constitué d'une monocouche cellulaire qui 
tapisse la surface intérieure des vaisseaux sanguins. En plus de fournir une barrière 
protectrice pour les tissus, il possède des propriétés anticoagulantes et génère un bon 
nombre d'autacoïdes qui régulent le tonus vasculaire et l'homéostasie des tissus. 
L’endothélium, en tant qu’organe biologique, contribue à la balance locale des médiateurs 
pro- et anti-inflammatoires, au maintien de la perméabilité vasculaire ainsi qu’à la 
prolifération cellulaire (Tritto & Ambrosio 1999). La surface endothéliale varie 
significativement en fonction de sa localisation anatomique. Au niveau cérébral, 
l’endothélium ne contient pas de fenestration, possède très peu de vésicules de pinocytose 
et, à cause de sa grande demande métabolique, possède de 5 à 6 fois plus de 
mitochondries que les cellules endothéliales périphériques (Kulik et al. 2008).  
Le concept d’une barrière anatomique entre le cerveau et le sang a été formulé 
après que le Dr. Paul Ehrlich ait observé que l’injection d’un marqueur fluorescent 
intraveineux était capable de marquer tous les organes mais pas le cerveau, sauf si le 
marqueur était injecté directement dans le liquide cérébrospinal (Hawkins & Davis 2005; 
Lok et al. 2007). Il a alors été établi que toutes les artères cérébrales contiennent une 
couche de cellules endothéliales spéciales, constituant la barrières hémato encéphalique 
(«blood brain barrier», BBB) (Roggendorf & Cervos-Navarro 1977). La BBB est une 
barrière anatomique qui filtre et empêche les substances de passer librement du sang au 
liquide extracellulaire de la substance grise. Elle isole ainsi la substance grise et lui 
permet d'avoir un milieu intérieur différent du reste de l'organisme. La BBB est présente 
dans toutes les structures cérébrales à l’exception de certaines régions du système des 
ventricules, soit l’aire postrema, l’éminence médiane, la neurohypophyse, l’organe 
subfornical, la glande pinéale et la lamina terminalis (Lok et al. 2007). À ces endroits 
spécifiques, le cerveau possède des récepteurs sensoriels qui lui permettent de répondre 
aux changements de concentration du glucose, de pH, de pCO2 et d'osmolarité sanguine. 
Les réponses perçues permettent d'envoyer les signaux nerveux et hormonaux nécessaires 
à la régulation de chacun des facteurs (Guyton & Hall 2000). La BBB isole et protège les 
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cellules neuronales des variations de nutriments ainsi que des influences de plusieurs 
composés endogènes et exogènes circulants. Elle protège donc les tissus neuronaux contre 
les toxines et tamponne les variations de la composition sanguine (Wolburg & Lippoldt 
2002). Même si la BBB est aussi présente dans les veines cérébrales, ces dernières sont 
souvent le site de rupture de cette barrière (Mayhan & Heistad 1986).  
 L’intégrité de la BBB dépend de la liaison entre les astrocytes et les cellules de 
la microvasculature cérébrale. En fait, les cellules endothéliales sont intimement associées 
aux pieds des astrocytes par les jonctions serrées («tight junctions»). À cause de leur 
association, les cellules endothéliales cérébrales et les astrocytes scellent la voie para-
cellulaire et obligent les substances à être transportées à travers la membrane et le cytosol. 
L’étanchéité de la BBB dépend donc de la sélectivité de ces jonctions serrées. Plusieurs 
protéines transmembranaires sont impliquées dans la composition des jonctions serrées 
telles que l’occludine, les claudines et les «junctional adhesion molecule» (JAM). De 
plus, des protéines cytoplasmiques accessoires telles que les «zona occludens» de type 1, 
2 et 3 sont aussi impliquées dans la formation des jonctions serrées (Abbott et al. 2006; 
Allen & Barres 2009).  
 Grâce aux jonctions serrées, seules les substances liposolubles et les substances 
possédant un transporteur peuvent traverser la BBB. Cette dernière laisse donc passer 
librement l’O2, le CO2, l'alcool, la nicotine, les anesthésiques circulants et d’autres 
molécules lipophiles. Le glucose, les acides aminés essentiels et certains électrolytes 
traversent la barrière par diffusion facilitée, leur conférant une grande spécificité.  
 
 En résumé, les neurones, les astrocytes et les cellules endothéliales cérébrales 
(formant l’unité neuro-vasculaire) sont donc tous impliqués dans le contrôle du débit 
sanguin cérébral. Toutefois, le fonctionnement de l’unité neuro-vasculaire reste mal 
connu. L’endothélium vasculaire cérébral, avec la présence de la BBB, influence 
énormément le débit sanguin cérébral et permet de maintenir l’homéostasie centrale.  
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1.3 Les fonctions de l’endothélium vasculaire cérébral 
L’endothélium joue un rôle essentiel au niveau cérébral puisqu’il est impliqué 
dans la régulation du tonus vasculaire. Tel que démontré au niveau périphérique, 
l'intégrité endothéliale est définie par la balance entre la biodisponibilité des facteurs 
constricteurs dérivés de l’endothélium (EDCF) et des facteurs relaxants dérivés de 
l’endothélium (EDRF) (voir figure 2) (Herrmann & Lerman 2001). La dysfonction 
endothéliale cérébrale a été observée lors de plusieurs conditions pathologiques telles que 
l’hypertension (Iadecola & Davisson 2008) et le diabète (Fujii et al. 1992). 
Conséquemment, il est rapidement devenu évident que l’endothélium représentait non 
seulement un élément essentiel de l’homéostasie neuronale mais aussi un élément central 
du contrôle de l’intégrité vasculaire. Le Dr. Lee a été le premier à étudier la fonction de 
l’endothélium cérébral in vitro (Lee 1980). Ses études, et bien d’autres, ont permis de 
faire la distinction entre les facteurs vasodilatateurs et les facteurs vasoconstricteurs 
cérébraux.  
1.3.1 Les facteurs dilatateurs dérivés de l’endothélium (EDRF) cérébraux 
Les cellules endothéliales cérébrales sont impliquées dans plusieurs mécanismes 
physiologiques et sont capables de libérer des facteurs vasodilatateurs regroupés sous le 
nom d’EDRF. Les EDRF sont libérés en conditions physiologiques et leur inhibition est 
souvent associée aux conditions pathologiques. En 1982, le groupe du Dr. Vanhoutte (De 
Mey & Vanhoutte 1982) a proposé trois voies distinctes impliquées dans la dilatation 
dépendante de l'endothélium. Cette hypothèse, qui reste encore valide aujourd'hui au 
niveau cérébral et au niveau périphérique, propose comme facteurs dilatateurs le NO, les 
dérivés de la cyclo-oxygénase (COX) et le facteur hyperpolarisant dérivé de l'endothélium 
(EDHF). A ces trois EDRF, on peut ajouter les dérivés réactifs de l’oxygène (DRO) (Wei 
& Kontos 1990; Paravicini et al. 2004) dont le peroxyde d’hydrogène (H2O2), qui peuvent 





Figure 2. Représentation schématique des différents EDRF et EDCF identifiés au cours 
des dernières années. COX, cyclooxygénase ; NOS, monoxyde d'azote synthase; SOD, 
superoxyde dismutase ; PGI2, prostacycline; H2O2, peroxyde d’hydrogène; NO, 
monoxyde d’azote; DRO, dérivés réactifs de l’oxygène; EET, acides 
epoxyéicosatrienoïques; 20-HETE, acides hydroxyéicosatetraenoïques; ECE, enzyme de 
conversion de l’endothéline; ET-1, endothelin-1; P450, cytochrome P450; PG, 
prostaglandines; XO, xanthine oxydase ; Kca, canaux potassiques sensible au calcium ; K+, 
ion potassique ; LOX, lipoxygénase. 
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1.3.1.1 Le monoxyde d’azote (NO) et les NO synthases 
Le rôle obligatoire dilatateur de l’endothélium grâce à la libération d’un EDRF a 
été proposé pour la première fois en 1980 par le Dr. Furchgott (Furchgott & Zawadzki 
1980). Après la démonstration que le NO était un EDRF en 1988 (voir Palmer et 
Moncada), il est rapidement devenu évident que le NO était plus qu’un facteur endothélial 
dilatateur, puisque celui-ci a été associé à presque toutes les fonctions biologiques, de 
l’acquisition de la mémoire et l’érection (Vanhoutte 2009b). De plus, le NO est sécrété 
dans la lumière du vaisseau où il exerce un effet autocrine et sur les cellules circulantes 
inhibant l'adhésion des leucocytes et l'agrégation plaquettaire. Le NO est synthétisé à 
partir de l’acide aminé L-arginine par la famille des NO synthase (NOS). Trois isoformes 
de la NOS ayant des structures et des activités catalytiques similaires sont aujourd’hui 
connues : la forme neuronale (nNOS ou NOS1), la forme inductible (iNOS ou NOS2) et 
la forme endothéliale (eNOS ou NOS3). En condition physiologique, la nNOS ainsi que la 
eNOS sont constitutivement exprimées dans les neurones et vaisseaux cérébraux, 
respectivement. Bien que le NO soit un important régulateur de la circulation cérébrale, 
l'importance relative de la eNOS et de la nNOS dans le contrôle du débit sanguin cérébral 
in vivo est encore inconnue. Au sein de l’artère, il existe plusieurs façons de réguler la 
fonction de la NOS (voir figure 3). Tout d’abord, la eNOS est située dans les caveolae des 
membranes plasmiques où elle est associée avec la cavéoline de type 1 (Cav-1) (voir 
figure 3). Cette interaction a pour effet d’inhiber la production de NO (Bruckdorfer 2005). 
De plus, plusieurs agonistes des récepteurs aux protéines G engendrent une augmentation 
de Ca2+ intracellulaire et permettent ainsi une activation de la eNOS. En effet, le Ca2+, une 
fois lié à la calmoduline, déstabilise le complexe eNOS/Cav-1 permettant ainsi 
l’alignement de ses sous-unités et son activation (Michel et al. 1997; Sessa 2004). Dans 
les artères cérébrales, la production de NO peut aussi dépendre de l’activation de la 
protéine Akt et/ou de la protéine phosphatidylinositol-3-kinase (PI3-kinase) (Drouin & 
Thorin 2009). Il a été démontré que la PI3-kinase active (phosphoryle) la protéine Akt qui 
elle, via une phosphorylation, augmente la sensibilité de la eNOS pour le Ca2+ pouvant 







Figure 3. Résumé du mécanisme d’activation de la NOS et de dilatation du NO dans les 
cellules endothéliales cérébrales. CaM, calmoduline ; R, récepteur ; G, protéine G ; Ca2+ , 
ion calcique ; AKT, protéine Akt ; eNOS, NO synthase de type endothéliale ; BH4, 
tétrahydrobioptérine ; GCs, guanylate cyclase soluble ; GMPc, guanidine monophosphate 
cyclase, PKG, protéine kinase de type G ; K+, ion potassique ; L-Arg, L-arginine ; 
ARNm, ARN de type messager. 
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La NOS fonctionnelle est un dimère formé de deux sous-unités identiques de 140 
Kd liées entre elles par des ponts disulfures (Fleming & Busse 1999b). Elle possède un 
domaine hydrolase contenant des sites de liaison pour le groupement hème, la L-arginine 
et la tétrahydrobioptérine (BH4) ainsi qu'un domaine réductase contenant des sites de 
liaison pour le FMN, le FAD, le NADPH et la calmoduline (Bruckdorfer 2005). La 
déplétion expérimentale des cofacteurs de la eNOS peut mener à la formation de radicaux 
libres tels que l'anion superoxyde (O2-) plutôt qu’à la formation de NO. Par exemple, au 
niveau cérébral aussi bien qu’au niveau périphérique, la NOS a été identifiée comme une 
source de production de l'anion superoxyde (O2-) autant en condition physiologique qu’en 
condition pathologique (Pou et al. 1992; Stroes et al. 1998; Pou et al. 1999; 
Porasuphatana et al. 2003; Drouin et al. 2007). Même s'il a été proposé par quelques 
études que la diminution du niveau de L-arginine pouvait être à l’origine de la production 
de radicaux libres par la NOS, les recherches actuelles indiquent que c’est plutôt le BH4 
qui semble réguler la balance de NO et d'O2- produits par la eNOS (Wever et al. 1997; 
Alp & Channon 2004; Cai 2005).  
Suite à l’activation de la NOS, le NO diffuse jusqu’aux cellules musculaires lisses 
vasculaires où il se lie à la guanylate cyclase soluble (GCs) induisant ainsi une 
augmentation des niveaux de guanosine monophosphate cyclique (GMPc). Le GMPc 
active à son tour la protéine kinase G (PKG) provoquant ainsi une ouverture des canaux 
K+ ou encore un diminution de la sensibilité de l’élément contractile au Ca2+ et une 
relaxation vasculaire (voir figure 3) (Andresen et al. 2006). Toutefois, il a été démontré 
que le NO peut aussi induire une hyperpolarisation des cellules musculaires vasculaires 
par un mécanisme indépendant du GMPc (Feletou & Vanhoutte 2006).  
Le NO peut être libéré via une stimulation des cellules endothéliales par un 
agoniste tel l’ACh ou la bradykinine (BK). Toutefois, le facteur physiologique le plus 
important pour induire la libération de NO est sans doute l’augmentation des forces de 
cisaillement, c’est-à-dire la distorsion tangentielle produite sur les cellules endothéliales 
suite à une augmentation de débit sanguin. De plus, il a été démontré que les souris 
génétiquement modifiées qui n’expriment pas la eNOS (eNOS -/-) deviennent 
hypertendues (Huang et al. 1995) illustrant le rôle du NO dans le contrôle de la pression 
artérielle systémique (Crimi et al. 2007). Au niveau cérébral, la libération de NO est très 
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impliquée dans le développement du tonus vasculaire puisque l’inhibition 
pharmacologique de la NOS contracte les artères et diminue le débit sanguin cérébral 
(Moncada et al. 1988). Plusieurs composés chimiques des analogues de la L-arginine, soit 
la N!-nitro-L-arginine (L-NNA), L-nitro-arginine méthyl ester (L-NAME) ou la NG-
monométhyl-L-arginine (L-MMA) peuvent inhiber la NOS (Fleming & Busse 1999a). De 
plus, un composé endogène a aussi été identifié pouvant inhiber la NOS, le 
diméthylarginine asymétrique (ADMA) (Bruckdorfer 2005).  
1.3.1.2 Les dérivées de la COX et des cytochromes P450 
La voie de la cyclo-oxygénase (COX), responsable de la production des 
prostanoïdes, a été la première documentée et reste encore aujourd'hui une des plus 
étudiée. La première étape consiste à libérer l’acide arachidonique (AA) des 
phospholipides membranaires par la phospholipase A2 (PLA2). Une fois libérée, la COX 
peut métaboliser l’AA afin de produire des prostaglandines de type G2 ou H2, selon le 
type cellulaire et l’état physiologique/pathologique (Salinas et al. 2007; Tang & 
Vanhoutte 2009). La postaglandine H2 (PGH2) est très instable et est rapidement convertie 
en d’autres produits tels que la prostacycline (PGI2) par la prostacycline synthase ou 
encore en prostaglandines E2, D2 et thromboxane (TXA2) par des synthases spécifiques 
(Figure 4) (Salinas et al. 2007). Les produits dilatateurs dérivés de la COX incluent la 
prostacycline (PGI2) ainsi que les prostaglandines E2 et D2. La PGI2 est sans aucun doute 











Une fois libérée, la PGI2 active un récepteur IP sur les cellules musculaires lisses 
vasculaires permettant d’activer l’adénylate cyclase (AC), augmentant ainsi la quantité 
d’AMP cyclique et l’activité de la protéine kinase A (PKA). La PKA ouvre les canaux K+, 
causant une hyperpolarisation et une dilatation (Andresen et al. 2006). La PGI2 joue un 
rôle important dans la vasodilatation induite par une augmentation de débit sanguin 
cérébral, mais son implication semble diminuer lorsque la dilatation est induite par un 
médiateur humoral (Feletou & Vanhoutte 2009). Il a été démontré que l’inhibition des 
COX (surtout COX-2) peut causer une faible mais néanmoins significative augmentation 
de la pression artérielle chez le rat (Salinas et al. 2007), suggérant ainsi une implication de 
la PGI2 et de la PGE2 dans le contrôle du tonus vasculaire et de la pression sanguine 
(Sellers & Stallone 2008). Dans la plupart des vaisseaux sanguins, la contribution de la 
PGI2 dans la dilatation dépendante de l'endothélium est moindre mais son action 
synergique avec le NO afin d'inhiber l'agrégation plaquettaire est non négligeable 
(Brandes et al. 2005).  
Trois isoformes de la COX sont exprimées dans les cellules vasculaires 
cérébrales : COX-1, COX-2 et COX-3. Généralement, COX-1 est considérée comme 
stable et est constitutivement exprimée dans les cellules endothéliales et dans les 
plaquettes. Même si COX-2 n’est pas exprimée dans tous les tissus en condition 
physiologique, elle est constitutivement exprimée dans les cellules cérébrales (Parfenova 
et al. 1997). La dernière venue de la classe est la COX-3 qui a été identifiée dans les 
vaisseaux cérébraux de chien et plus précisément dans les cellules endothéliales 
cérébrales en culture (Chandrasekharan et al. 2002; Kis et al. 2005). Toutefois, le rôle 
fonctionnel et l’existence de la COX-3 chez l’humain n’ont pas encore été démontrés.  
 La famille des cytochromes P450 peut aussi métaboliser l’AA afin de libérer les 
acides hydroxyéicosatetraenoïques (20-HETE) et epoxyéicosatrienoïques (EET). Au 
niveau cérébral, ces deux composés ont démontré, respectivement, des propriétés 
vasoconstrictrices et vasodilatatrices (Miyata & Roman 2005; Fang et al. 2006; Drouin et 
al. 2007). Les deux isoformes des EET prédominants au niveau cérébral sont le 11,12-
EET et le 14,15-EET. Une fois sécrétés par les cellules endothéliales, ces EET ouvrent les 
canaux potassiques (K+) à grande conductance sensibles aux Ca2+ (BKCa) qui sont situés 
sur les cellules musculaires lisses (Campbell et al. 1996). L’ouverture de ces canaux 
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engendre une hyperpolarisation, c’est-à-dire une sortie d’ions K+ de la cellule, et, par 
conséquent, une fermeture des canaux calciques dépendant du voltage résultant en une 
dilatation des vaisseaux cérébraux. Les EET ne régulent pas seulement le débit sanguin, 
mais limitent l’agrégation plaquettaire, augmentent la sensibilité à l’insuline et possèdent 
des effets anti-inflammatoires (Feletou & Vanhoutte 2009). Les EET sont aussi 
synthétisés dans les astrocytes et pourraient donc être impliqués dans le couplage du débit 
sanguin avec l’activité neuronale (Filosa & Blanco 2007).   
1.3.1.3 Les EDHF 
Dans plusieurs lits vasculaires, l'ACh, l'ATP, la substance P ainsi que d'autres 
substances vasodilatatrices induisent une hyperpolarisation dépendante de l'endothélium 
qui contribue à la relaxation vasculaire. Le facteur hyperpolarisant dérivé de 
l'endothélium (EDHF) se définit comme un médiateur de la relaxation vasculaire non 
attribuable au NO ou aux dérivés des prostaglandines, même si ces dernières, tel que 
discuté dans les précédents paragraphes, peuvent induire une hyperpolarisation des 
cellules musculaires lisses. Même s'il était connu que les cellules musculaires lisses 
cérébrales peuvent être hyperpolarisées par des mécanismes endothéliaux, ce n'est qu'en 
1995 que sont apparues les premières évidences de l'existence d'un EDHF au niveaux 
cérébral (Petersson et al. 1995).  
L’EDHF nécessite une augmentation de la concentration de Ca2+ intracellulaire 
endothélial pour induire l’hyperpolarisation de la cellule endothéliale qui se propage 
ensuite dans les cellules musculaires lisses. Dans la plupart des lits vasculaires, l’hyper-
polarisation nécessite l’activation des canaux K+ sensibles aux Ca2+ de petite conductance 
(SKCa qui sont bloqués par l’apamine ou la scyllatoxine) et/ou de conductance 
intermédiaire (IKCa qui sont bloqués par la charybdotoxine ou le TRAM-34), sans 
toutefois nécessiter l’activation des canaux K+ sensibles au Ca2+ de grande conductance 
(BKCa qui sont bloqués par l’ibériotoxine) (Feletou & Vanhoutte 2006). SKCa et IKCa sont 
exprimés sur les cellules endothéliales alors que BKCa se retrouvent seulement sur les 
cellules musculaires lisses vasculaires (Marchenko & Sage 1996; Quignard et al. 2000). 
Mais comment l’hyperpolarisation des cellules endothéliales par SKCa et IKCa est-elle 
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propagée aux cellules musculaires lisses vasculaires ? Au niveau cérébral, deux 
mécanismes ont été proposés : 
 
(1) L’hyperpolarisation pourrait être transmise directement aux cellules musculaires lisses 
par les jonctions Gap (Segal & Beny 1992). Les jonctions Gap sont formées de 2 
connexines (Cx37 et Cx40) créant un pore qui permet le transfert d’ions responsables de 
l’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses, propageant ainsi la diminution de Ca2+ 
intracellulaire et la dilatation (Feletou & Vanhoutte 2009). Plus le vaisseau est petit, plus 
le nombre de jonctions Gap est important (Feletou & Vanhoutte 2006). Toutefois, les 
expériences conduites in vivo ne montrent pas un rôle prédominant des jonctions Gap 
dans la dilatation associée à l’EDHF (Edwards et al. 1998).  
 
(2) L’accumulation d’ions K+ dans l’espace intercellulaire active les canaux K+ et/ou la 
pompe Na+/K+-ATPase produisant ainsi une hyperpolarisation des cellules musculaires 
lisses, une diminution de Ca2+ intracellulaire et une dilatation : une augmentation modérée 
de la concentration de K+ extracellulaire (de 1 à 15 mmol/L) peut causer une 
vasodilatation importante des cellules musculaires lisses vasculaires (Feletou & 
Vanhoutte 2006).  
 
Dans les artères cérébrales, outre l’ion K+, d’autres substances ont été proposées 
comme EDHF. Par exemple, les BKCa peuvent être activés par le GMPc, le peptide 
natriurétique de type C (CNP) ou le produit des lipoxygénases (le 11,12-EET) (Wei et al. 
1994; Li & Campbell 1997; Faraci et al. 2001). Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) a aussi 
été proposé comme candidat potentiel pour l’EDHF dans plusieurs études et sera décrit 
dans la prochaine section. 
 
1.3.1.4 Les dérivés réactifs de l’oxygène (DRO)  
 Outre les trois EDRF conventionnels (NO, PGI2, EDHF), d’autres molécules 
libérées par les cellules endothéliales peuvent aussi avoir des effets vasodilatateurs. Les 
molécules réactives dérivées de l’oxygène (DRO) contiennent une, ou plus d'une, paire(s) 
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d'électrons libres et incluent des espèces telles que l’anion superoxyde (O2-) et l'ion 
hydroxyle (OH-), le H2O2, le NO- et l’ONOO-. Même si le H2O2 est décrit comme un 
DRO, il ne possède pas d'électron libre, ce qui le rend plus stable et moins réactif 
(Ardanaz & Pagano 2006). En condition physiologique, les DRO sont produits en faible 
concentration et ils sont impliqués dans la signalisation moléculaire en régulant, entre 
autre, la contraction et la relaxation des cellules musculaires lisses vasculaires. L'O2-, le 
H2O2 et le OH- sont de bons vasodilatateurs cérébraux et représentent des molécules 
importantes dans la régulation du débit sanguin cérébral (Paravicini et al. 2004). Ils sont 
aussi impliqués dans le remodelage vasculaire des artères cérébrales induit par 
l’angiotensine II (Ang II) (Schiffrin & Touyz 2004). En condition pathologique telle que 
l’athérosclérose, l’augmentation de la production des DRO engendre une dysfonction 
endothéliale et un remodelage vasculaire. À ce stade, ils sont impliqués dans l’oxydation 
des lipoprotéines, l’activation de l’apoptose, l’augmentation de l’expression des 
molécules d’adhésion, dans l’activation des processus de remodelage et la prolifération 
des cellules musculaires lisses vasculaires (Terashvili et al. 2006).  
 On compte plusieurs sources de DRO dans les cellules vasculaires cérébrales, 
incluant les enzymes mitochondriales, la xanthine oxydase, la NADPH oxydase et la NOS 
découplée (Faraci 2006). Il a été démontré que les cytokines, les facteurs de croissance, 
les agonistes des récepteurs couplés aux protéines G et les forces de cisaillement peuvent 
induire la libération de faibles niveaux de O2- et de H2O2 (Rhee et al. 2003). Des études 
récentes ont montré que l’application in vivo de la superoxyde dismutase (SOD) avait 
pour action d’augmenter le débit sanguin cérébral (Terashvili et al. 2006) suggérant une 
implication de l’O2- et du H2O2 dans la régulation du tonus vasculaire cérébral. Le H2O2 
est une petite molécule diffusible qui peut être synthétisée et détruite rapidement en 
réponse à un stimulus externe. Le H2O2 remplit donc tous les critères pour être considéré 
comme un messager intracellulaire. Plusieurs études montrent que les artères cérébrales 
dilatent en réponse à l’application exogène d’H2O2 (Wei & Kontos 1990; Drouin et al. 
2007). De plus, in vivo, l’application de H2O2 induit une dilatation de l’artère basilaire de 
rat (Yang et al. 1998). Bien que l'action paracrine vasculaire du H2O2 soit le sujet de 
plusieurs études, son mécanisme d'action ainsi que sa source sont encore très contestés 




Figure 5. Représentation schématique des différentes sources ainsi que des différents 
mécanismes d’action du H2O2 dans les cellules vasculaires. eNOS, isoforme endothéliale 
de la monoxyde d'azote synthase ; COX, cyclooxygénase ;  CYP, cytochrome P450; O2-. 
anion superoxyde ; SOD, superoxyde dismutase ; H2O2, peroxyde d’hydrogène ; H2O, 
eau ; O2, oxygène ; GCs, guanylate cyclasse soluble ; GMPc, 3'-5'-guanosine 
monophosphate cyclique ; GTP, guanosine tri-phosphate ; AA, acide arachidonique, 
PLA2, phospholipase de type A2 ; KATP, canaux potassiques sensibles à l’adénosine 
triphosphate ;  KCa, canaux potassiques sensibles au calcium. 
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Certaines études montrent que la dilatation induite par le H2O2 serait effectuée par les 
canaux potassiques (Iida & Katusic 2000) alors que d’autres ont suggéré que la dilatation 
serait dépendante du GMPc (Drouin et al. 2007). Le H2O2 est un EDRF majeur au niveau 
cérébral puisque son inhibition réduit de plus de 50% la dilatation (Drouin et al. 2007). 
 
1.3.2 Les facteurs constricteurs dérivés de l’endothélium (EDCF) cérébraux 
Il a été suggéré, qu’en plus de libérer des EDRF et induire une relaxation, les 
cellules endothéliales pourraient aussi induire une contraction des cellules musculaires 
lisses environnantes. Ces réponses ont été attribuées à la production de facteurs diffusibles 
constricteurs dérivés de l'endothélium (EDCF) (voir figure 2), tel qu’identifié par le Dr. 
Vanhoutte en 1982 (De Mey & Vanhoutte 1982). Théoriquement, la contraction 
dépendante de l’endothélium pourrait être expliquée soit par l’absence d’EDRF ou encore 
par la production d’un EDCF (Vanhoutte & Tang 2008). Au niveau cérébral, certaines 
substances ont été identifiées comme EDCF potentiels tels que le TXA2, l’Ang II, 
l’endothéline de type 1 (ET-1), plusieurs dérivés de l'AA et les DRO (figure 2) 
(Yanagisawa et al. 1988; Vanhoutte & Tang 2008). 
1.3.2.1 Le Thromboxane A2 (TXA2) et autres dérivées de l’AA 
Tel que discuté précédemment, l’AA peut être métabolisé, entre autres, par les 
COX et les cytochromes P450. La COX transforme l’AA en endoperoxydes, qui eux-
mêmes peuvent causer une contraction du muscle lisse vasculaire, ou encore être 
convertis en PGI2, thromboxane A2 (TXA2), PGD2, PGE2 ou prostaglandines F2" par leurs 
enzymes respectives (voir figure 4) (Bos et al. 2004). Normalement, les produits 
constricteurs dérivés de la COX incluent la prostaglandine F2" et le TXA2. La COX est 
exprimée dans les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses vasculaires et les 
plaquettes. Le TXA2 est le produit majeur des plaquettes et peut aussi être libéré par les 
cellules endothéliales (Sellers & Stallone 2008).  
Si le TXA2 est d'abord impliqué dans l'agrégation plaquettaire, il peut aussi 
produire une vasoconstriction des artères cérébrales. Effectivement, il a été démontré que 
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dans l’artère basilaire du chien, les vasoconstrictions dépendantes de l’endothélium 
(induite par l’AA et le calcium ionophore A23187) peuvent être prévenues aussi bien par 
les inhibiteurs de la COX que par les inhibiteurs de la thromboxane synthase (Katusic et 
al. 1988). De plus, ces réponses vasoconstrictrices peuvent être observées chez les souris 
déficientes en COX-2 (COX-2-/-) mais pas chez les souris déficientes en COX-1 (COX-1-/-
), suggérant que la COX-1 serait à l’origine de ces vasoconstrictions (Vanhoutte 2009a). 
Bien que le TXA2 induise une vasoconstriction, l’inhibition de la thromboxane synthase 
ou du récepteur au TXA2 n’influence pas la pression artérielle chez l’animal ou chez 
l’homme, mettant ainsi en doute l’implication du TXA2 dans le contrôle du tonus 
vasculaire (Sellers & Stallone 2008). L’augmentation de la production de TXA2 semble 
jouer un rôle important dans plusieurs maladies cardiovasculaires telles que la défaillance 
cardiaque, l’athérosclérose et l’hypertension (Sellers & Stallone 2008). Au niveau 
cérébral, les productions de TXA2 et de NO sont plus élevées que dans les autres lits 
vasculaires, suggérant ainsi un contrôle plus intense des niveaux de contraction et 
dilatation des artères cérébrales et une implication possible de ces composées dans les 
maladies neurodégénératives (Neppl et al. 2009).  
L'action vasoconstrictrice du TXA2 passe par le récepteur TP (récepteur 
prostanoïde au TXA2), situé sur les cellules musculaires lisses vasculaires. Le récepteur 
TP est couplé à une protéine Gq qui active la phospholipase de type C (PLC). La PLC 
hydrolyse le phosphoinositol en deux composants, le diacylglycérol (DAG) et le second 
messager inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) (Sellers & Stallone 2008). Ces deux molécules 
activent différentes voies de signalisation intracellulaire menant à une vasoconstriction 
des cellules musculaires lisses. L’activation du récepteur TP engendre une augmentation 
de Ca2+ provenant de l’ouverture des canaux calciques sensibles au voltage et une 
augmentation de la sensibilité des myofilaments par la Rho-kinase (Vanhoutte & Tang 
2008). Bien que le TXA2 se lie préférentiellement au récepteur TP, d’autres dérivés de 
l’AA, tels que le 8-isoprostane, la PGI2 et la PGF2" peuvent aussi lier le récepteur et 
induire une vasoconstriction (Feletou et al. 2009; Vanhoutte 2009a).  
Outre les dérivés des COX, d’autres métabolites de l’AA tels que le 20-HETE 
peuvent avoir un effet vasoconstricteur au niveau cérébral. Le 20-HETE, un métabolite de 
l’AA par les cytochromes P450, contribue au phénomène d’autorégulation, module la 
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prolifération cellulaire et joue un rôle dans la régulation de la pression et de la réponse 
myogénique (Roman 2002). Le 20-HETE a montré des effets vasoconstricteurs dans les 
artères rénales, mésentériques et cérébrales (Miyata & Roman 2005). Plusieurs 
mécanismes ont été suggérés pour l’induction de la vasoconstriction par le 20-HETE : (1) 
une activation de la protéine kinase C (PKC), une activation de la Rho kinase et de la voie 
des protéines mitogènes activées (MAP) kinases (Sun et al. 1999; Randriamboavonjy et 
al. 2003), (2) un blocage des BKCa induisant ainsi une dépolarisation des cellules 
musculaires lisses vasculaires et une augmentation du Ca2+ intracellulaire (Lange et al. 
1997) ou (3) un effet direct sur les canaux calciques de type L (Gebremedhin et al. 1998).  
1.3.2.2 Les dérivés réactifs de l’oxygène (DRO)  
L’O2- a des effets vasculaires très complexes puisqu’il peut induire une 
vasodilatation à de faibles concentrations, alors qu’à de fortes concentrations, il peut 
induire une vasoconstriction (Faraci 2006). Il est difficile d’établir un lien solide entre une 
augmentation du stress oxydant et d’EDCF puisque les réponses des DRO sont très 
hétérogènes dans les différents lits vasculaires. Toutefois, certaines études ont montré que 
les contractions dépendantes de l’endothélium de l’artère basilaire de chien peuvent être 
inhibées par l’addition de la superoxyde dismutase (SOD, qui métabolise l’O2- pour 
former du H2O2) mais pas par la catalase (qui décompose le H2O2 en H2O et en O2) ou la 
déféroxamine (qui inhibe la production d’OH-), suggérant que l’O2-, mais pas le H2O2 ou 
l’OH-, pourrait être un EDCF dans les artères cérébrales (Katusic & Vanhoutte 1989). 
Toutefois, la présence concomitante d'antioxydants endogènes tels que la SOD confère 
une demi-vie extrêmement courte à l’O2-, ce qui rend peu probable son implication 
comme EDCF in vivo (Tang & Vanhoutte 2009). En plus de leurs effets aigus sur les 
vaisseaux, les DRO peuvent aussi avoir des effets chroniques en influençant l’expression 
génique, la perméabilité vasculaire et la structure vasculaire (Faraci 2006).  
La peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés par les DRO peut mener à 
la formation d’isoprostanes qui sont capables d’induire une vasoconstriction (Tang & 
Vanhoutte 2009). Toutefois, il a été suggéré que cette constriction passe par le récepteur 
du TXA2 ou encore via une induction de la libération de TXA2 à partir de l’endothélium 
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(Faraci 2006). Les isoprostanes sont maintenant très utilisés comme marqueurs de stress 
oxydant (Tang & Vanhoutte 2009).  
1.3.2.3 L’endothéline de type 1 (ET-1) 
 Tout comme les autres EDCF et EDRF, l’ET-1 n’est pas stockée dans les 
cellules endothéliales mais synthétisée de novo en réponse à de nombreux stimuli tels que 
les médiateurs inflammatoires (par exemple : les cytokines, le TGF-#) ou encore un faible 
«shear stress» (Le Brocq et al. 2008). L’endothéline est un peptide de 21 acides aminés 
qui est synthétisé sous forme de deux précurseurs inactifs, la préproendothéline et la 
proendothéline (Yanagisawa et al. 1988). Les cellules endothéliales cérébrales possèdent 
l'enzyme de conversion de l'endothéline (ECE) et peuvent produire de l'ET à partir de ses 
précurseurs (Kis et al. 2006). Trois différents isoformes de l'ET, encodées à partir de 
différents gènes, ont été identifiées, l’ET-1, l’ET-2 et l’ET-3. L’ET-1 et l’ET-3 ont été 
identifiées dans les neurones et les astrocytes (Cardell et al. 1994). En condition normale, 
ET-1 ne semble pas contribuer à la régulation du débit sanguin cérébral (Andresen et al. 
2006), suggérant que l’ET-1 est seulement libérée dans des conditions pathologiques. En 
plus d'induire une vasoconstriction puissante, l’ET-1 stimule la prolifération des cellules 
musculaires lisses vasculaires et la libération de médiateurs inflammatoires tels que IL-1, 
IL-6 et IL-8 (Crimi et al. 2007).  
 Deux récepteurs à l’ET ont été identifiés : ETA et ETB (Arai et al. 1990) 
(Sakurai et al. 1990) qui sont tous deux couplés aux protéines G. Alors que ETA semble 
être seulement exprimé sur les cellules musculaires lisses vasculaires, ETB a aussi été 
identifié sur les cellules endothéliales, les astrocytes et les neurones (Cardell et al. 1994). 
ET-1 contracte de façon très prononcée les artères cérébrales via l’activation du récepteur 
ETA. Plusieurs voies sont alors activées : (1) ET-1 stimule la PLC induisant ainsi la 
libération de IP3 et la libération des réserves de Ca2+ intracellulaire. Cela permet une 
augmentation de la phosphorylation des chaînes légères de la myosine et une contraction ; 
(2) ET-1 active la voie des Rho/Rho-kinases induisant une inhibition de la phosphatase 
des chaînes légères de la myosine. En conséquence, l'ET-1 augmente la phosphorylation 
de la chaîne légère la de myosine (MLC) par une augmentation du Ca2+ intracellulaire, ce 
qui inhibe l'activation de la Rho/Rho kinase via l'inhibition de la MLC phosphatase ; (3) 
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ET-1 peut aussi activer les canaux chlore (Cl-) et promouvoir la contraction des vaisseaux 
cérébraux en augmentant le flux de Cl- en dehors des cellules musculaires lisses 
vasculaires (Zubkov et al. 2004). L’activation du récepteur ETB par l’ET-1 peut engendrer 
deux réactions contradictoires en fonction de la localisation du récepteur. Sur les cellules 
musculaires lisses vasculaires, ETB induit une vasoconstriction suivant le même 
mécanisme qu’ETA. Toutefois, sur les cellules endothéliales, ETB induit une 
vasodilatation en favorisant la relâche de NO et de PGI2 (Ortega Mateo & de Artinano 
1997). Cette relaxation est cependant de courte durée tant in vivo qu’in vitro (Thorin et al. 
2000). 
 
1.3.2.4 L’angiotensine II (ANG II) 
Le système rénine-angiotensine est un système hormonal dans lequel 
l'angiotensinogène et la rénine sont libérés dans la circulation à partir du foie et des reins 
respectivement. Le produit résultant est l'angiotensine I, un décapeptide biologiquement 
inactif qui est ensuite clivé par l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE) dans les 
cellules endothéliales afin de produire l'angiotensine II (Ang II) (Guyton & Hall 2000). 
L’angiotensine est capable de produire une vasoconstriction des artères cérébrales in vitro 
(Edvinsson et al. 1979) aussi bien qu’in vivo (Wei et al. 1978); toutefois l’angiotensine 
circulante ne traverse pas la barrière BBB (Faraci & Heistad 1990; Maktabi et al. 1990). 
Des études récentes ont révélé la présence d'un système rénine-angiotensine indépendant 
dans le système nerveux central contenant les mêmes intermédiaires que le système 
conventionnel (Kis et al. 2006). Les cellules endothéliales cérébrales sont grandement 
impliquées dans ce système, car elles produisent l'ACE. De plus, très récemment, la 
présence d'angiotensinogène et de rénine dans les cellules endothéliales cérébrales, 
neuronales et astrocytaires a été démontrée (Kis et al. 2006). Ce mécanisme semble 
toutefois délétère puisque qu’il engendre une augmentation de la pression pulsée, 
marqueur prédictif des accidents vasculaires cérébraux (AVC) et de la dysfonction 
cognitive (Waldstein et al. 2008).  
L'Ang II se lie aux récepteurs de type I (AT1) ou II (AT2) qui sont couplés aux 
protéines G. Les deux types de récepteurs ont été identifiés sur les cellules vasculaires  
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cérébrales (Ardaillou 1999). Certaines études suggèrent que la stimulation de AT2 pourrait 
être bénéfique lors de l’ischémie cérébrale (Li et al. 2005; Gelosa et al. 2009), mais le 
rôle du récepteur AT2 est encore incertain. Le rôle d’AT1 sur les cellules endothéliales est, 
quant à lui, beaucoup plus connu et pourrait être impliqué dans plusieurs pathologies 
cérébrovasculaires. L’activation du récepteur AT1 induit la stimulation de la PLC, une 
augmentation de Ca2+ cytoplasmique et subséquemment une activation de PKC afin 
d’induire une vasoconstriction. La PKC peut aussi phosphoryler la sous-unité p47phox de 
la NADPH oxydase engendrant une production de DRO (Bedard & Krause 2007). De ce 
fait, on peut considérer l’Ang II comme un médiateur du stress oxydant (Girouard et al. 
2006). Dans le système rénine-angiotensine indépendant du cerveau, en plus de l'Ang II, 
d'autres peptides actifs dérivés de l'angiotensine, tels que l'Ang III et l'Ang IV, ont aussi 
été observés dans le cerveau. Alors que le rôle de l’Ang III est encore peu connu, l'Ang IV 
a soulevé beaucoup d'intérêt durant les dernières années puisque son action 
cardiovasculaire s'oppose à celle de l'Ang II (Feterik et al. 2000). En effet, au niveau 
cérébral, l'activation du récepteur AT1 par l'Ang II est associée à une vasoconstriction et à 
une réduction du débit sanguin cérébral, alors que l'angiotensine IV semble induire une 
augmentation du débit sanguin cérébral et une vasodilatation via sa liaison au récepteur de 
la Bradykinine et une libération subséquente de NO (Feterik et al. 2000).  
 
1.3.3 L’impact des cellules endothéliales sur les artères cérébrales 
Une des premières interrogations en science neurologique est la relation entre le 
débit sanguin cérébral et la survie neuronale (Toda & Okamura 1998). Le débit sanguin 
est contrôlé physiologiquement par le tonus vasculaire des cellules musculaires lisses 
(Toda & Okamura 1998). Au cours des années, différentes études ont montré que les 
forces physiques (l’augmentation des forces de cisaillement), les hormones circulantes 
(catécholamines, vasopressine), les produits des plaquettes (sérotonine, adénosine di-
phosphate) ainsi que certains autacoïdes (histamine, bradykinine) sont capables 
d’influencer le tonus vasculaire via des propriétés dépendantes de l’endothélium 
(Vanhoutte 2009b). D’autres études suggèrent que le contrôle métabolique serait 
attribuable à l’unité neuro-vasculaire, c’est-à-dire que les médiateurs neuronaux et 
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astrocytaires agissent au niveau des cellules musculaires lisses et produisent une 
vasodilatation ou vasoconstriction (Andresen et al. 2006). En réalité, c’est la sommation 
de tous ces facteurs qui permet, d’une façon assez complexe, de réguler les principales 
fonctions des artères cérébrales. 
1.3.3.1 Le tonus myogénique (TM) 
Au niveau périphérique, il existe une règle selon laquelle l’intensité du tonus 
myogénique (TM) est inversement proportionnelle au diamètre de l’artère ; les artères de 
conductance n’ont pas de tonus au contraire des artères de résistance. Le TM se définit 
comme le niveau de contraction des cellules musculaires lisses des artères à une pression 
intra-vasculaire physiologique (Bayliss 1902). Cette adaptation des cellules musculaires 
lisses vasculaires est caractérisée par une diminution du diamètre du vaisseau suite à une 
augmentation de sa pression interne et d'une augmentation du diamètre du vaisseau suite à 
une diminution de la pression intra-luminale. Sans le tonus myogénique, les artères 
collapseraient et l'éjection sanguine cardiaque serait insuffisante pour assurer une 
circulation adéquate (Bevan & Laher 1991). Le TM est donc considéré comme une 
contraction de base permettant aux artères de s’adapter rapidement aux besoins 
métaboliques du tissu. Ce tonus basal est contrôlé par le système nerveux, le système 
neurohumoral ainsi que par la pression et le débit sanguin ; ces deux derniers interagissent 
en permanence dans les vaisseaux sanguins. En effet, la pression induit une constriction 
du muscle lisse vasculaire alors que le débit sanguin, par l’intermédiaire des forces de 
cisaillement stimule l’endothélium qui synthétise des agents vasoactifs essentiellement 
dilatateurs (voir figure 6) (Henrion 2005). C’est la sommation des deux facteurs qui 
détermine l’intensité du TM. 
Trois types de cellules influencent la régulation du TM, les neurones, les cellules 
endothéliales et les cellules musculaires lisses. Tout d’abord, il a été démontré que les 
neurones peuvent moduler le TM par la sécrétion des peptides vasodilatateurs tels que la 
substances P, le polypeptide vasoactif intestinal (VIP) et le peptide relié au gène de la 
calcitonine (CGRP) (Okamura et al. 2002). De plus, ils peuvent induire la libération 






Figure 6. Changement de diamètre dans les artères cérébrales de souris suite à (A) une 
augmentation de pression à débit constant et (B) une augmentation de débit sans 





 De même, l’endothélium vasculaire peut influencer grandement le développement du TM 
par la libération d’EDRF et d’EDCF tels que le NO et le 20-HETE (Gebremedhin et al. 
2000). Le diamètre obtenu, suite à la libération des différents EDRF et EDCF, permet de 
maintenir un débit sanguin idéal dans les tissus subjacents. Ainsi, il a été suggéré qu'une 
dysfonction des EDRF pourrait induire une augmentation de la résistance vasculaire et 
donc une diminution du débit sanguin dans certaines régions du cerveau, pouvant mettre 
en jeu la survie neuronale (Toda & Okamura 1998).  
Finalement, il a été établi que le TM est associé à une dépolarisation membranaire 
des cellules musculaires lisses vasculaires démontrant ainsi leur implication dans la 
régulation du débit et de la pression sanguine. Effectivement, l’augmentation de pression 
induit, dans les cellules musculaires lisses, une entrée de Ca2+ intracellulaire via les 
canaux Ca2+ dépendants du voltage et donc une contraction. Cependant, le mécanisme de 
dépolarisation ainsi que son importance dans le développement de la réponse myogénique 
sont encore le sujet de débats (Schubert & Mulvany 1999; Henrion 2005). 
 
1.3.3.2 Vasodilatation/Vasoconstriction 
Suite à l’application d’agonistes, la libération des différents facteurs endothéliaux 
(EDRF/EDCF) induit une vasoconstriction ou vasodilatation, selon le cas échéant. La 
vasodilatation induite in vitro par l’ACh dans les artères cérébrales de souris peut être 
complètement inhibée par une combinaison de L-NNA (inhibition de la eNOS), 
d’indométhacine (inhibition des COX) et de KCl (inhibition des EDHF) (Drouin et al. 
2007), démontrant que le tonus vasculaire cérébral reflète la sommation des voies de 
vasoconstriction et de vasodilatation. Des changements dans la libération de ces facteurs 
jouent un rôle important dans la régulation de la résistance vasculaire de la 
microcirculation cérébrale (Faraci & Heistad 1990). Par exemple, dans le cerveau tout 
comme dans la majorité des tissus, la PGI2 est le métabolite majeur de l’AA alors que le 
TXA2 est produit en moindre quantité (Sellers & Stallone 2008). Ces deux composés ont 
des effets vasculaires opposés suggérant qu’une balance dans la libération de PGI2 et de 
TXA2 est nécessaire au maintien de l’homéostasie. C’est donc la sommation de la 
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libération des EDRF et EDCF qui permet d’optimiser la régulation du tonus vasculaire 
cérébral. 
Plusieurs substances telles que l'ACh, la BK, l'ATP et l'ADP peuvent induire la 
libération des EDRF et EDCF des vaisseaux cérébraux via l’activation de leurs récepteurs 
respectifs. En plus de tous ces stimuli chimiques, un stimulus physique comme 
l’augmentation des forces de cisaillement mérite une attention spéciale. Les forces de 
cisaillement associées à l’augmentation du débit sanguin stimulent l’endothélium et 
induisent une vasodilatation. Cette dilatation est probablement l’estimation la plus 
physiologique de la fonction endothéliale et sera discutée dans le prochain paragraphe.  
En résumé, les voies de signalisation induites par les agonistes ou par les forces de 
cisaillement se chevauchent afin de contrôler avec précision le débit sanguin et 
d’optimiser la perfusion cérébrale. 
1.3.3.3 Les dilatations et contractions induites par le débit sanguin (FMD/FMC) 
L’augmentation du débit sanguin dans les capillaires, aussi bien au niveau cérébral 
qu’en périphérie, nécessite une coordination vasculaire complexe. Le contrôle de la 
circulation ne dépend pas seulement de la dilatation des capillaires, mais aussi de la 
dilatation des artères plus larges situées en amont (Segal & Casper 1992). Cette dilatation 
peut être associée à une augmentation des forces de cisaillement qui déforment, de façon 
mécanique, l’endothélium et induisent une dilatation des artères (Koller et al. 1993). En 
effet, le sang circulant dans les vaisseaux sanguins exerce de façon continue une force 
tangentielle sur les cellules endothéliales appelée «shear stress» ou force de cisaillement. 
Cette force est un puissant vasodilatateur et plusieurs études l’ont démontré aussi bien in 
vivo qu’in vitro. Cette dilatation induite par le débit («flow-mediated dilation», FMD) est 
dépendante de l’endothélium et nécessite la libération des EDRF (Bevan & Laher 1991; 
Bevan & Henrion 1994; Le Brocq et al. 2008). Il a été suggéré que la présence de 
mécanorécepteurs sur les parois cellulaires pourrait réagir aux déformations tangentielles 
créées par les variations de débit en induisant la libération d’EDRF ou d’EDCF. L’identité 
et la localisation exacte des ces mécanorécepteurs sont encore indéterminées. Plusieurs 
candidats potentiels, aussi bien sur les cellules musculaires lisses que sur les cellules 
endothéliales ont été suggérés, incluant les protéines G, certains canaux ioniques, les 
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intégrines, les cadhérines, les caveolae et les récepteurs tyrosine kinase (Rubanyi et al. 
1990; Fisher et al. 2001; Resnick et al. 2003). 
Bien que la dilatation des artères en réponse à l’augmentation des forces de 
cisaillement soit clairement dépendante de l’endothélium, les EDRF impliqués dans cette 
dilatation restent encore incertains (Fujii et al. 1992). Les facteurs endothéliaux libérés 
par l’augmentation de débit agissent directement au niveau du muscle lisse et produisent 
une vasodilatation. Toutefois, il a été suggéré que l’augmentation des forces de 
cisaillement pourrait également induire la libération d’EDCF, potentialiser le TM et 
mener à une contraction. En effet, lorsque l’endothélium est expérimentalement soumis à 
des valeurs très élevées de «shear stress», ou lors de pathologies telles que l’hypertension, 
l’augmentation de débit peut induire une vasoconstriction («flow-mediated constriction», 
FMC) (Bevan & Henrion 1994). Il a aussi été démontré que la FMD observée dans les 
artères cérébrales de rats pouvait être changée en FMC suite à la diminution de la 
production de NO et à l’augmentation de la production de TXA2 (Bagi et al. 2001). 
Cependant, la FMC a également été rapportée dans les artères cérébrales de rat en 
condition physiologique, montrant une réponse hétérogène des artères cérébrales à 
l’augmentation de débit (Bryan et al. 2001). Cette FMC semble être indépendante de 
l’endothélium et requérir l’activation des intégrines pour le transfert du signal (Bryan et 
al. 2001).  
Il est maintenant bien établi que les zones du système vasculaire, telles que les 
bifurcations ou les embranchements, soumises à des forces de cisaillement non laminaires 
sont particulièrement vulnérables au développement de la dysfonction endothéliale (Le 
Brocq et al. 2008). En effet, les forces de cisaillement constantes (laminaires) 
maintiennent l’homéostasie de l’endothélium vasculaire et empêchent la prolifération et 
l’apoptose cellulaires, la coagulation, l’adhésion leucocytaire ainsi que l’athérogénèse 
(Resnick et al. 2000). Toutefois, des forces de cisaillement non laminaire et une 
diminution de l’activation des mécanorécepteurs engendrent une diminution de Ca2+ et 
une diminution de la phosphorylation de plusieurs protéines comme Akt et PKC résultant 
en une diminution de la production d’EDRF et à long terme, une dysfonction endothéliale 
et prédisposition à l’athérosclérose. Les effets des forces de cisaillement non laminaires 
sur les artères cérébrales sont toutefois peu connus.  
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En résumé, les différents types cellulaires cérébraux qui forment l’unité neuro-
vasculaire ! les neurones, les astrocytes et les cellules endothéliales ! sont intimement 
impliqués dans le maintien de l’homéostasie cérébrale en régulant la constance du débit 
sanguin cérébral en fonction des variations de pressions (autorégulation) et de la demande 
métabolique (hyperémie fonctionnelle). Les cellules endothéliales contribuent au 
développement du tonus myogénique, aux réponses dilatatrices ou constrictrices (FMD ou 
FMC) par la libération d’agents vasodilatateurs et vasoconstricteurs (appelés 
respectivement EDRF et EDCF). Tous ces mécanismes sont indispensables afin de 
maintenir l’homéostasie cérébrale et la fonction neuronale constante. Toutefois, 
l’organisme est exposé à plusieurs stress aussi bien exogènes et qu’endogènes qui 
affectent ces mécanismes de régulation. Le simple processus de vieillissement engendre 
une déficience dans le fonctionnement de ces mécanismes, dysfonction qui semble être un 
précurseur dans le développement de plusieurs pathologies telles que la maladie 
d’Alzheimer, l’athérosclérose et l’accident vasculaire cérébral. 
 
1.4 Le vieillissement vasculaire endothélial et cérébral 
La notion de vieillissement fait référence au processus qui mène inévitablement 
l’organisme à ne plus assurer son équilibre physiologique, le conduisant progressivement 
à la mort. C’est donc une accumulation, plus ou moins aléatoire, de divers changements à 
travers le temps. Chez l'homme, le vieillissement est un processus complexe, lent et 
progressif associé à divers facteurs biologiques et environnementaux. Alors que certains 
de ces changements n’ont pas d'influence majeure sur les cellules, la majorité de ceux-ci 
augmentent les chances de développer une maladie ou encore de mourir (Harman 2001). 
Il est difficile, voire impossible, d’imaginer une cause unique pour le vieillissement, 
cependant, il est généralement accepté que ce sont les dommages moléculaires accumulés 
dans plusieurs systèmes cellulaires qui en sont l'origine (Trifunovic & Larsson 2008). 
Ainsi toute condition, environnementale ou génétique, qui augmente l’exposition 
cellulaire à des agressions, qui diminue la capacité de défense ou de réparation des 
cellules se traduit par un vieillissement accéléré (Barouki 2006).  
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Le processus du vieillissement affecte chaque organe du corps humain d’une façon 
différente. Le cerveau comprend de nombreuses cellules neuronales qui ne peuvent être 
remplacées suite aux dommages cellulaires. La perte progressive de neurones, le 
rétrécissement des cellules neuronales, la réduction de la densité des axones et la 
diminution du nombre des fibres de myéline sont des phénomènes fréquemment observés 
au cours du processus de vieillissement cérébral (Galluzzi et al. 2008). De plus, des 
études récentes ont démontré des changements de densité neuronale lors de plusieurs 
maladies neurologiques telles que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson ; il a 
donc été suggéré que la perte de synapses neuronales pourrait être à l’origine du déclin 
des fonctions cognitives et de la mémoire qui est normalement associé au processus du 
vieillissement (Lister & Barnes 2009). En effet, à mesure que l’on vieillit, plusieurs 
aspects du processus de l'intégration de l’information incluant la vitesse, la capacité de 
mémoire, la mémoire à long terme deviennent moins efficaces (Park & Reuter-Lorenz 
2009). 
En plus de la perte neuronale, le vieillissement cérébral normal, c’est-à-dire en 
absence de pathologies telles que l’athérosclérose ou la démence, est associé avec une 
diminution de débit sanguin cérébral (Kalaria 1996) sans toutefois affecter l’efficacité du 
phénomène d’autorégulation (Carey et al. 2000). Cette diminution de débit sanguin 
cérébral peut être associée aux changements morphologiques vasculaires qui apparaissent 
de façon progressive au cours du vieillissement et qui altèrent la fonction des artères 
cérébrales. En effet, au cours du vieillissement, les artères présentent une augmentation de 
l’épaisseur de la media, de la quantité de collagène et du nombre de cellules musculaires 
lisses vasculaires, le tout résultant en une augmentation de la rigidité artérielle ou encore 
en une perte d’élasticité des parois vasculaires (Matz et al. 2000). On observe aussi un 
amincissement de la couche de cellules endothéliales cérébrales (Kalaria 1996). Tous ces 
changements morphologiques influencent de façon plus ou moins directe la fonction 
vasculaire cérébrale. Par exemple, plusieurs études ont montré que les vasodilatations 
dépendantes de l’endothélium diminuent progressivement avec l’âge, aussi bien au niveau 
périphérique que central (Hatake et al. 1990; Brandes et al. 2005; Krummen et al. 2005; 
Gendron et al. 2007; Vanhoutte et al. 2009), alors que d’autres ont montré une 
augmentation de la réponse vasoconstrictrice des artères cérébrales (Mayhan et al. 1990). 
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Toutefois, la dilatation indépendante de l’endothélium ne semble pas être affectée par le 
vieillissement (Shirasaki et al. 1986). Ainsi, les diminutions de débit sanguin cérébral 
pourraient être la conséquence d’une combinaison des changements morphologiques 
structuraux (perte d’élasticité) ainsi que de l’altération de la fonction des cellules 
endothéliales. Certaines études ont suggéré qu’une diminution du nombre de récepteurs 
ou d’affinité de l’agoniste pour son récepteur serait impliquée dans la dysfonction 
endothéliale cérébrale observée lors du vieillissement (Matz et al. 2000). Toutefois, 
plusieurs évidences montrent que la dysfonction endothéliale associée au vieillissement 
est corrélée avec une diminution de la libération d’EDRF et une augmentation de la 
production d’EDCF (Brandes et al. 2005; Vanhoutte et al. 2009).  
Au niveau cérébral, le NO est un médiateur important. Or, le vieillissement 
endothélial cérébral implique une diminution de la libération de NO qui peut être 
expliquée par plusieurs mécanismes. Parmi ceux-ci, on compte une diminution de la 
biodisponibilité du NO via l'augmentation de O2- (Csiszar et al. 2007) et une diminution 
de la production de NO soit via l’augmentation de la concentration plasmatique des 
analogues de la L-arginine endogènes (Katusic 2007), via une réduction de l’expression 
de eNOS (Csiszar et al. 2002) ou encore via une diminution de l’activité de la NOS 
(Cernadas et al. 1998).  
En somme, puisque le vieillissement affecte les cellules endothéliales cérébrales, il 
influence leurs réponses aux stress et aux forces de cisaillement, et mène à une diminution 
du débit sanguin cérébral. Il est possible d’imaginer que le vieillissement des cellules 
endothéliales cérébrales, qui engendre une diminution de la perfusion locale, puisse 
contribuer au déclin de la transmission neuronale et des fonctions cognitives (Kalaria 
1996). Ainsi, la plupart des dommages cérébraux pourraient dériver de la détérioration des 
cellules endothéliales et d’une dysfonction de la réponse vasculaire (Yu & Chung 2001). 
À cause de tous ces changements, le vieillissement est un des facteurs de risque très 
important pour les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives. Toutefois, les 
mécanismes responsables du vieillissement restent encore à déterminer. Des évidences 
suggèrent que l’augmentation des dommages oxydants, principalement au niveau 
endothélial, serait à l’origine du vieillissement (Brandes et al. 2005).  
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1.4.1 Radicaux libres et stress oxydant 
Toutes les cellules vasculaires ont le potentiel de produire des DRO, toutefois, en 
condition physiologique, la production la plus abondante de DRO se fait sans aucun doute 
dans les mitochondries qui utilisent 90% de l’O2 du corps (voir figure 7). En plus de la 
formation intracellulaire de DRO, les radicaux libres peuvent dériver des sources 
environnementales telles que la lumière ultraviolette, les radiations ionisantes et divers 
polluants (voir figure 7) (Wickens 2001). La découverte de la SOD, dont le substrat 
unique est le radical O2-, a contribué à établir la réalité biologique des radicaux libres et 
leurs rôles possibles physiologiques (McCord & Fridovich 1969). Il a donc été établi que 
l’organisme possède un équilibre entre la production de DRO et la capacité de les éliminer 
suggérant un rôle physiologique des DRO dans les cellules. Par exemple, il a été 
démontré que l’OH- peut activer la GCs et induire la formation de GMPc (Mittal & Murad 
1977). Des effets similaires ont été observés avec le H2O2 (White et al. 1976; Drouin et 
al. 2007). Plus simplement, la découverte du NO montre bien que les DRO peuvent avoir 
des effets biologiques important dans la régulation du tonus vasculaire et de l’agrégation 
plaquettaire. Au fil du temps plusieurs fonctions biologiques ont été attribuées aux DRO 
incluant : la régulation du tonus vasculaire, la potentialisation du signal de transduction de 
récepteurs membranaires variés, incluant le récepteur pour les antigènes, et le maintien de 
l’homéostasie redox (Droge 2002).  
Lorsque les DRO commencent à s’accumuler dans la cellule, ils peuvent être 
neutralisés par des molécules antioxydantes endogènes telles que le glutathion, la catalase 
et la superoxyde dismutase (SOD) (Barouki 2006). Le maintien de l’équilibre dit redox 
est primordial puisque la balance entre les avantages et les désavantages des DRO est 
clairement un aspect important de la santé et de la maladie (Steinbeck et al. 1993; Droge 
2002). L’analyse de l’expression de 6 347 gènes de souris a montré que le vieillissement 
des cellules musculaires squelettiques et des cellules cérébrales était associé avec une 
augmentation des facteurs inductibles par le stress et un profil inflammatoire élevé (Lee et 











Figure 7. Les différentes sources et réponses aux DRO. En condition normale, la 
production de DRO et la capacité antioxydante sont en équilibre et l’homéostasie 
cellulaire est maintenue. Lorsque l’équilibre est perdu (soit à la hausse ou à la baisse), 
l’homéostasie est altérée et des maladies, le vieillissement, puis la mort cellulaire 
surviennent. 
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L’équilibre redox peut donc être altéré dans des conditions pathologiques telles que 
l’athérosclérose, la maladie d’Alzheimer ou encore simplement par le processus du 
vieillissement ; on parle alors de stress oxydant (Matz et al. 2000). Le stress oxydant est 
communément défini comme un déséquilibre entre la formation de radicaux libres et la 
capacité des antioxydants d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire. 
Les cellules endothéliales cérébrales sont très vulnérables face au stress oxydant 
puisqu’elles possèdent un métabolisme de consommation d’O2 très élevé et une faible 
capacité antioxydante (Matz et al. 2000). De plus, la membrane des cellules endothéliales 
cérébrales contient une grande quantité d’acides gras polyinsaturés  (PUFA), ce qui les 
rend extrêmement sensibles à la peroxydation lipidique. Or, une augmentation de la 
formation de DRO supérieure à la capacité des antioxydants peut altérer les fonctions 
physiologiques cellulaires via l’oxydation des lipides, des protéines ou de l’ADN.  
La peroxydation lipidique survient lorsqu’un DRO attire un H+ d’un résidu 
carbone sur les chaînes d’acides gras diminuant irréversiblement la fluidité et l’élasticité 
membranaire (Wickens 2001). Plus l’acide gras possède un nombre élevé de double 
liaison, plus il est facile d’y enlever un H+,  ce qui explique pourquoi les PUFA sont 
particulièrement prédisposés à la peroxydation lipidique (Pratico 2008). En plus des 
dommages membranaires, la peroxydation lipidique induit la libération de plusieurs 
produits tels que le malondialdehyde (MDA) et le 4-hydroxynonenal (HNE) qui peuvent 
se lier aux protéines et altérer leurs fonctions (Adibhatla & Hatcher 2008). Le stress 
oxydant peut aussi affecter les protéines. En effet, les «advanced glycation endproducts» 
(AGEs) résultent d’une réaction de glycation non enzymatique irréversible des protéines 
(Brownlee et al. 1984). Les AGEs s’accumulent avec l’âge mais la présence de stress 
oxydant et d’hyperglycémie accélèrent leur formation. Lors de la liaison à leur récepteur 
(RAGE) (Neeper et al. 1992), qui est exprimé sur les cellules musculaires lisses, les 
cellules endothéliales et les neurones (Brett et al. 1993), les AGEs induisent à leur tour la 
libération de radicaux libres (Mullarkey et al. 1990). Les AGEs participent ainsi au 
développement de plusieurs maladies associées au vieillissement tel que les maladies 
cardiovasculaires (Zieman & Kass 2004), les accidents vasculaires cérébraux (AVC) 
(Zimmerman et al. 1995) et la maladie d’Alzheimer (Srikanth et al. 2009). Toutefois, les 
DRO peuvent aussi réagir directement avec les protéines, incluant les enzymes, afin de les 
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oxyder et former des groupements carbonyles. On retrouve par exemple une accumulation 
de ces groupements dans les cellules cérébrales de sujets atteints de la maladie 
d’Alzheimer (Hensley et al. 1995). L’ADN est également très susceptible aux attaques 
radicalaires. Cette réaction peut enlever une base ou encore causer une brisure de l’ADN 
(Ames et al. 1993). Même si les mécanismes de réparation de l’ADN peuvent palier 
l’attaque du stress oxydant, l’accumulation des dommages à l’ADN semble jouer un rôle 
majeur dans le processus du vieillissement (Randerath et al. 1995; Wickens 2001).  
 
En résumé, les DRO sont soit bénéfiques ou néfastes selon leur concentration et 
l’efficacité des mécanismes antioxydants. Si la formation de DRO excède la capacité 
antioxydante (situation de stress oxydant), des dommages moléculaires (au niveau des 
lipides, des acides nucléiques, des AGEs et des protéines) surviennent (Biesalski 2002). 
Le stress oxydant semble être un élément commun impliqué dans plusieurs maladies et 
dans le vieillissement cellulaire cérébral (Chrissobolis & Faraci 2008). La théorie 
radicalaire, émise par le Dr. Harman avant même que la pertinence biologique des 
radicaux libres eût été démontrée, tente d’expliquer le processus du vieillissement par 
l’accumulation de molécules oxydées dans l’organisme (Harman 1957).  
 
1.4.2 Théorie radicalaire du vieillissement 
La théorie des radicaux libres provient de la prémisse qu’un processus commun et 
susceptible d'être modifié, aussi bien génétiquement que par l’environnement, est 
responsable du vieillissement et de la mort des êtres vivants (Harman 2001). Lorsque le 
Dr Harman a découvert que l’irradiation des organismes vivants accélère le processus du 
vieillissement, il a émis l’hypothèse que les effets délétères des DRO sur plusieurs types 
cellulaires pouvait être le véritable responsable biologique du vieillissement (Harman 
1957). La théorie a ensuite été approfondie par la suggestion que les DRO étaient produits 
par les mitochondries et que la longévité pouvait être corrélée aux dommages 
mitochondriaux par le stress oxydant (Medvedev 1990; Soberman 2003; Kirkwood 2005). 
L’observation que les espèces ayant une moins grande activité métabolique et une défense 
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antioxydante plus développée, telles que les tortues, vivent plus longtemps que les autres, 
vient appuyer la théorie radicalaire du vieillissement (Harman 1993; Biesalski 2002).  
Le Dr. Harman a donc proposé que la force majeure sous-jacente du processus du 
vieillissement soit une accumulation des dommages cellulaires causés par l’attaque des 
radicaux libres. Les recherches ont montré que 90% de la réduction de l'O2 se produit 
dans les mitochondries et que cela entraîne la production des DRO (Harman 1993; 
Trifunovic & Larsson 2008). Ainsi, les mutations augmentant la production de DRO par 
les mitochondries joue un grand rôle dans le processus du vieillissement. Cette théorie est 
très intéressante puisque, outre le noyau, les mitochondries sont les seules organelles 
possédant leur propre ADN (mtADN) ; elles possèdent donc la possibilité d’introduire des 
dommages irréversibles dans le génome (Reeve et al. 2008; Trifunovic & Larsson 2008). 
Cependant, ces théories s’appliquent-elles aux cellules vasculaires cérébrales ? 
Il a été mentionné précédemment que le cerveau est plus susceptible aux attaques 
oxydantes que les autres lits vasculaires puisqu’il possède une faible quantité 
d’antioxydants, un plus grand nombre de mitochondries et une plus grande concentration 
de PUFA (qui sont plus prédisposé à l’oxydation que les autres acides gras). Or, il a été 
démontré que l’augmentation de la production de DRO associé au vieillissement est aussi 
présente au niveau cérébral (Kregel & Zhang 2007); il est donc tout à fait possible que le 
stress oxydant puisse induire des dommages dans les cellules cérébrales et jouer un rôle 
dans la pathogénèse des maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer 
(Kidd 2008) et la maladie de Parkinson (Ebadi & Sharma 2006). De plus, des indications 
des effets néfastes des DRO, tels que l’oxydation des protéines, la peroxydation lipidique, 
ont été détectées dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer 
(Hamdheydari et al. 2003).  
Toutefois, au niveau cérébral, une autre théorie du vieillissement mérite d'être 
soulevée, une théorie impliquant le NO. En effet, l’augmentation de la production de NO 
dans plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la 
maladie d’Alzheimer, suggère l’implication du composé NO dans la perte neuronale 
(McCann et al. 2005). Le NO libéré à forte concentration par les macrophages activés 
exprimant la NOS inductible est une molécule toxique, possédant ainsi des propriétés pro-
oxydantes lors de sa liaison avec l’O2- (Brandes et al. 2005). De plus, nous savons 
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aujourd’hui que le NO libéré à des concentrations physiologiques par les cellules 
exprimant la eNOS ou la nNOS, est important dans la régulation de plusieurs fonctions 
cérébrales telles que la potentialisation à long terme de la mémoire (Garthwaite et al. 
1988), le contrôle de la libération de GABA ainsi que de l’inhibition de la libération de 
norépinephrine et de dopamine (Hamel 2006). Il est donc possible que la surproduction de 
NO puisse produire des dommages neuronaux et altérer les structures cérébrales au cours 
du vieillissement. Plusieurs études ont en effet démontré que le NO peut jouer un rôle 
dans la mort des cellules neuronales, entraînant ainsi l’apparition de maladies telles que la 
maladie de Parkinson suite à la perte de neurones du système dopaminergique 
(Przedborski et al. 1996). 
Le NO peut causer la mort des neurones par deux mécanismes distincts, par (1) la 
formation de ONOO- causant de la toxicité et (2) la combinaison du NO avec les groupes 
hèmes des mitochondries, bloquant ainsi la respiration cellulaire (McCann et al. 2005). 
Lors de la maladie d’Alzheimer, qui est très souvent associée au vieillissement, on 
remarque la présence d’astrocytes réactifs (c’est-à-dire des astrocytes exprimant 
l’interleukine de type 1 ; IL-1). IL-1 est connue pour induire l’expression de la iNOS et 
créer une augmentation accrue de la production de NO (Meini et al. 2008). Au cours du 
vieillissement, l'augmentation de ces astrocytes réactifs est documentée et pourrait être 
associée à la perte neuronale (McCann et al. 2005). De plus, il a été démontré que la 
production de NO provenant de la nNOS pourrait être responsable des dommages à 
l’ADN observés lors de la maladie de Parkinson (Przedborski et al. 1996; Hoang et al. 
2009). 
Comme le NO entre dans la catégorie des DRO, il est tout à fait possible que ces 
deux théories soient complémentaires au niveau cérébral. En effet, la formation de 
ONOO- nécessite la production accrue aussi bien de NO que de O2-. Or, la surproduction 
de O2- par les mitochondries, tel que proposé par le Dr. Harman (Harman 1957), engendre 
une dysfonction des astrocytes ainsi qu’une surproduction de NO menant à la formation 
de ONOO-. S'il est difficile d’imaginer une cause unique au processus du vieillissement, 
la théorie du stress oxydant et celle du NO fournissent certaines informations quant aux 
mécanismes menant au vieillissement et aux maladies qui lui sont associées. 
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1.4.3 Maladies associées au vieillissement cérébral 
Toutes les définitions pour expliquer le processus du vieillissement oublient 
souvent de répondre à la question fondamentale : pouvons-nous vraiment mourir de 
vieillesse ou l’apparition de maladies associées au vieillissement est-elle inévitable ? Pour 
répondre à cette question, il faudrait pouvoir différencier les changements cellulaires 
cérébraux apparaissant au cours du vieillissement normal de ceux causés par la présence 
d’une maladie affectant le cerveau telle que la maladie d’Alzheimer (Galluzzi et al. 2008). 
Il est cependant très difficile de dissocier les changements reliés au vieillissement de ceux 
causés par les maladies (Kregel & Zhang 2007).  
L’augmentation de stress oxydant, les dommages moléculaires ainsi que la 
diminution de la capacité de réparation des cellules sont associés au vieillissement. Or, ce 
sont aussi ces mécanismes qui favorisent le développement de maladies aussi bien au 
niveau cardiovasculaire que neurologique (Donato et al. 2007). Plusieurs maladies se 
développent à un âge avancé, le vieillissement est donc considéré comme un facteur de 
risque important dans la genèse de la majorité des maladies. La maladie d’Alzheimer est 
la plus grande cause de démence cérébrovasculaire et le vieillissement est un facteur de 
risque primaire de cette maladie (Harman 2006). La maladie d’Alzheimer est de plus en 
plus présente, affectant près de 16 millions de personnes à travers le monde (Pratico 
2008). La maladie d’Alzheimer est une dégénérescence progressive du cerveau affectant 
le contrôle de la mémoire et des fonctions cognitives. Dans le cerveau de patients atteints 
de la maladie d’Alzheimer, plusieurs évidences d’attaques oxydantes, avec des plaques de 
# amyloïde et des enchevêtrements neuronal fibreux dans les neurones ont été rapportés 
(Pratico & Sung 2004). Une autre maladie neurodégénérative associée au vieillissement 
est la maladie de Parkinson. La maladie de Parkinson est une dégénération sélective des 
neurones dopaminergiques induisant une bradykinésie, des tremblements et une rigidité 
des membres. La génération de radicaux libres et la peroxidation lipidique semblent être 
impliquées dans le développement de cette maladie (Adibhatla & Hatcher 2008). Au 
niveau cardiovasculaire, le même phénomène se produit, puisque l’augmentation de DRO 
est un facteur de risque important dans plusieurs maladies: l’athérosclérose est un très bon 
exemple puisque l’augmentation du stress oxydant est primordiale pour sa genèse et son 
développement. Bien que l’athérosclérose soit principalement à l'origine d'une 
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dysfonction périphérique, elle pourrait entraîner au cours du vieillissement une 
hypoperfusion cérébrale soutenue et affecter les neurones (Kalaria 1996). 
 
En résumé, le vieillissement est donc inévitable. C’est un désordre moléculaire et 
cellulaire progressif qui augmente la vulnérabilité de l’organisme à développer des 
maladies. La théorie radicalaire implique que l’augmentation de stress oxydant ainsi que 
la diminution de la quantité d’antioxydants endogènes soient à l’origine du processus du 
vieillissement. Or, le cerveau est très vulnérable au stress oxydant, l’attaque oxydante de 
l’unité neurovasculaire (neurones, astrocytes et cellules endothéliales) engendrant une 
diminution de la réponse aux stimuli qui pourrait être associée à une diminution des 
fonctions cognitives.  
 
1.5 L’athérosclérose  
Le vieillissement cellulaire, caractérisé par une diminution des capacités 
antioxydantes, une augmentation de la production de DRO et une dysfonction 
endothéliale, est un facteur de risque majeur dans le développement de l’athérosclérose 
(Collins et al. 2009a). L’athérosclérose est une maladie inflammatoire progressive qui 
affecte les artères de conductance. Elle débute par une réponse inflammatoire protectrice 
face à un dommage endothélial et progresse vers la formation d’une plaque athéromateuse 
qui, graduellement, diminue la lumière du vaisseau (voir figure 8) (Cipollone & Fazia 
2006). Lors de la première phase du développement de l’athérosclérose, les médiateurs de 
l’inflammation et les cytokines induisent une dysfonction endothéliale stimulant ainsi 
l’accumulation dans la paroi artérielle des lipoprotéines de faible densité (LDL), un des 
transporteurs majeurs de cholestérol dans la circulation (Croce & Libby 2007). Les LDL 
sont capables de diffuser librement à travers la paroi artérielle, toutefois, à force d’être 









Figure 8. Section longitudinale d’une artère montrant le développement et la progression 
de l’athérosclérose [inspiré de (Croce & Libby 2007)]. 
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 Ces LDL oxydées sont très dommageables puisqu’elles sont capables de promouvoir 
l’adhésion des monocytes, la production des molécules d’adhésion telles que la protéine 
chémo-attractante monocytaire de type 1 (MCP-1), ainsi que la différenciation des 
monocytes en macrophages qui initie la formation des cellules spumeuses (Berliner et al. 
1990; Naseem 2005). Le milieu pro-inflammatoire ainsi créé stimule la prolifération des 
cellules musculaires lisses vasculaires et la déposition de collagène et/ou d’élastine 
menant à l’expansion de la plaque athéromateuse (voir figure 8) (Croce & Libby 2007). 
La réponse inflammatoire est une réaction physiologique normale d’un tissu endommagé 
qui essaie de maintenir son homéostasie (Cipollone & Fazia 2006). Cette réaction 
implique une perte des propriétés contractiles des cellules musculaires lisses vasculaires 
au dépend d’un phénotype cellulaire fibreux, c’est-à-dire, la formation d’une chape 
fibreuse recouvrant les lésions adipeuses (Naseem 2005).  
Les dommages endothéliaux sont donc responsables du développement et de la 
localisation des plaques d’athéromes (Boyle et al. 1997). La dysfonction endothéliale est 
un terme largement utilisé dans la littérature qui décrit toute forme anormale de l’activité 
endothéliale incluant un déséquilibre entre la libération des EDRF/EDCF et 
l’augmentation de l’expression des molécules d’adhésion (Le Brocq et al. 2008). Le Dr 
Ross et ses collègues ont montré que les dommages endothéliaux incluent une altération 
de la perméabilité des cellules endothéliales permettant ainsi une interaction entre les 
composants sanguins et la paroi artérielle (Ross & Glomset 1973). C’est donc l’habileté 
des cellules endothéliales à rétablir leur intégrité qui semble être critique dans l’initiation 
et la progression de l’athérosclérose (Boyle et al. 1997). Les augmentations de la pression 
artérielle, de la concentration sanguine de LDL oxydées, des toxines ingérées lors de la 
consommation de cigarettes ou encore l’élévation du glucose sanguin sont toutes 
reconnues comme des causes possibles de ces dommages endothéliaux (Boyle et al. 1997; 
Naseem 2005). Les dommages physiques, causés par les forces de cisaillement élevées ou 
un débit sanguin turbulent sont aussi une cause fréquente de dysfonction endothéliale 
(Boyle et al. 1997). Comme les lésions athéromateuses semblent plus sévères aux points 
d’embranchements, les fluctuations des forces de cisaillement semblent être très 
impliquées non seulement dans l’initiation mais aussi dans le développement de 
l’athérosclérose (Boyle et al. 1997). 
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1.5.1 Implication de l’athérosclérose au niveau cérébral 
Le cerveau étant le deuxième organe qui possède la plus grande concentration de 
lipides (après le tissus adipeux), le contrôle du métabolisme des lipides peut avoir une 
grande importance sur la progression de l'athérosclérose au niveau cérébral (Adibhatla & 
Hatcher 2008). Des évidences récentes montrent que l’hypercholestérolémie induit un 
stress oxydant ainsi qu’un phénotype pro-inflammatoire et pro-thrombogénique dans la 
micro-circulation cérébrale, ce qui suggère que les cellules endothéliales cérébrales 
réagiraient de la même façon que les cellules endothéliales périphériques à l’augmentation 
sanguine de cholestérol (Ishikawa et al. 2004). Toutefois, à cause du phénomène 
d’autorégulation, les cellules endothéliales cérébrales sont exposées à un débit sanguin 
constant, sans variation de pression et probablement plus laminaire, ce qui leur procure 
une certaine protection contre le développement des plaques athéromateuses. De plus, il a 
été démontré que l’exposition in vitro des cellules endothéliales cérébrales aux LDL a 
pour effet de diminuer la fluidité des membranes, d'augmenter la production de NO et de 
DRO, suggérant un lien entre l’augmentation de l’oxydation des LDL et l’altération des 
fonctions des cellules endothéliales cérébrales (Hamdheydari et al. 2003). La présence de 
LDL oxydées entraîne une diminution de la dilatation dépendante de l’endothélium et 
mène à un découplage de la eNOS dans les artères carotidiennes, mais pas dans les artères 
basilaires, suggérant que les artères intracrâniennes sont relativement protégées de 
l’athérosclérose via une résistance endothéliale vis à vis des dommages oxydants (Napoli 
et al. 1997; Vergnani et al. 2000).  
 L’athérosclérose évolue silencieusement pendant plusieurs décennies avant d'être 
révélée à l'occasion d'une de ses complications telles que l'infarctus du myocarde, 
l'embolie pulmonaire ou l'accident vasculaire cérébral (AVC). L’athérosclérose est donc 
un facteur de risque important pour les AVC qui sont la 3e cause de décès au niveau 
mondial (Vaughan et al. 2001). La plupart des infarctus du myocarde ou des AVC 
résultent d’une rupture de la plaque qui est la complication principale de l’athérosclérose 
(Nanetti et al. 2007). Toutes les plaques athéromateuses ne sont pas identiques et varient 
dans leurs compositions (nombre de macrophages, de lipides et épaisseur de la chape 
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fibreuse) (Naseem 2005). L’instabilité et la vulnérabilité des plaques sont influencées par 
l’épaisseur de la chape fibreuse, par la présence d’inflammation dans la chape fibreuse, 
par le contenu en cellules adipeuses, par le nombre de monocytes et de macrophages ainsi 
que par la présence de remodelage dans la paroi vasculaire (Vaughan et al. 2001; Fowler 
et al. 2006). Les plaques ayant une mince chape fibreuse, une grande quantité de cellules 
adipeuses et de macrophages sont plus vulnérables au détachement de la plaque ou aux 
fissures mécaniques. La rupture de la plaque crée un thrombus qui peut alors migrer dans 
la circulation et bloquer une artère coronaire (et conduire à l'infarctus du myocarde), une 
artère pulmonaire (créant une embolie) ou encore migrer vers le cerveau (et générer un 
AVC) (Naseem 2005).  
 Les maladies neurodégénératives peuvent aussi être associées à l’athérosclérose. En 
fait, plusieurs évidences montrent un lien entre le développement de la maladie 
d’Alzheimer et de l’athérosclérose (Refolo et al. 2000; Sparks et al. 2000; de la Torre 
2002) suggérant qu’un mécanisme commun pourrait opérer dans les deux maladies 
(Hamdheydari et al. 2003). Par exemple, il est possible d’observer la formation de plaque 
dite sénile lors de la maladie d’Alzheimer. L’apolipoprotéine E (ApoE) peut interagir 
avec le précurseur de la protéine amyloïde (APP) et le # amyloïde, favorisant ainsi la 
formation de la plaque sénile (Haas et al. 1997). Plusieurs composants du métabolisme 
des lipides sont associés avec la maladie d’Alzheimer (Carter 2007). En effet, la maladie 
d’Alzheimer est souvent associée avec des changements des niveaux de HDL et de LDL 
suggérant que le métabolisme des lipides est altéré lors de cette maladie. De plus, il a été 
démontré que la consommation d’une diète riche en cholestérol était corrélée avec une 
augmentation des niveaux de # amyloïde dans le cerveau et une augmentation des risques 
de développer la maladie d’Alzheimer (Martins et al. 2006). Il est maintenant reconnu que 
les individus ayant des maladies cardiovasculaires montrent souvent des dépositions 
neuronales de # amyloïde similaires à celles observées lors de la maladie d’Alzheimer 
(Sparks et al. 2000).  
Les statines (ou inhibiteurs de la HMG-CoA réductase) sont utilisées pour traiter 
l'hypercholestérolémie chez des patients qui risqueraient de développer une maladie 
cardiovasculaire. Les statines agissent en diminuant les LDL, en réduisant la progression 
de la plaque athéromateuse et les marqueurs vasculaires de l’inflammation et en 
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améliorant la fonction endothéliale (Ludman et al. 2009). Même si les statines ne 
diminuent pas les niveaux circulants de lipides, elles ont un effet positif sur la stabilisation 
de la plaque (Fowler et al. 2006). Des études cliniques ont montré que l’utilisation de 
statines est associée avec une réduction des AVC (Vaughan et al. 2001). Les statines 
pourraient avoir des effets neuroprotecteurs indépendants de leurs effets sur le cholestérol, 
incluant une augmentation de la biodisponibilité du NO ainsi que des actions anti-
oxydantes, anti-inflammatoires et anti-thrombotiques (Fowler et al. 2006). L’impact des 
statines sur la fonction cognitive reste encore controversé. En effet, alors que certaines 
études montrent des effets bénéfiques des statines sur la fonction cognitive et la maladie 
d’Alzheimer autant dans le modèle animal (Tong et al. 2009) que chez l’humain (Wolozin 
et al. 2000; Dufouil et al. 2005; Sparks et al. 2005; Haag et al. 2009), d’autres études, 
effectuées chez un grand nombre de patients suggèrent toutefois aucun effet bénéfique des 
statines sur les fonctions cognitives (Trompet et al. ; Collins et al. 2004). 
 
En résumé, l’athérosclérose, via la dyslipidémie et l’augmentation de stress 
oxydant, est une maladie qui affecte aussi bien les cellules endothéliales périphériques 
que cérébrales. Or, même si les artères cérébrales semblent avoir quelques mécanismes de 
protection contre le développement des plaques, il est possible d’observer la formation de 
plaques cérébrales lors de certaines maladies telle que la maladie d’Alzheimer. Les 
complications de l’athérosclérose, dont la rupture des plaques, sont le facteur de risque 
majeur des AVC et pourraient augmenter le risque de développer des maladies 
neurodégénératives.  
 
1.5.2 L’athérosclérose et les COX 
Les prostanoïdes jouent un rôle important non seulement dans la régulation des 
processus physiologiques des vaisseaux sanguins (vasodilatation/vasoconstriction), mais 
aussi dans le développement de l’athérosclérose (inflammation/agrégation plaquettaire 
/adhésion et migration des leucocytes) (Upmacis et al. 2006). Le TXA2 et la PGI2 sont 
sans doute les prostanoïdes les plus impliqués dans le contrôle du système 
cardiovasculaire (Cheng et al. 2002). Ces prostanoïdes sont sécrétés autant par les 
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plaquettes sanguines que par l’endothélium vasculaire et possèdent des effets vasculaires 
opposés ; la balance entre le TXA2 et la PGI2 influence donc le contrôle de l’homéostasie 
vasculaire (Iniguez et al. 2008).  
Il a été démontré que des niveaux élevés de LDL sont associés avec une 
augmentation de la production de TXA2, alors que les niveaux élevés de HDL sont 
associés avec une diminution de la production de TXA2 (Beitz et al. 1993). Des études 
effectuées chez la souris n’exprimant pas le récepteur aux LDL, un modèle de souris très 
utilisé pour l’étude de l’athérosclérose, ont montré que l’inhibition simultanée de COX-1 
et COX-2, mais pas l’inhibition de COX-2 seulement, pouvait ralentir la progression de 
l’athérosclérose (Pratico et al. 2001). COX-1 est reconnue pour sa libération de TXA2 et 
son inhibition par l’aspirine est associée avec une diminution de l’incidence des maladies 
cardiovasculaires (Wu 2003). De plus, il a été démontré que l’utilisation d’antagonistes du 
récepteur TP, le récepteur du TXA2, diminue la progression de l’athérosclérose chez la 
souris (Cayatte et al. 2000). Ce phénomène a aussi été observé chez les souris qui 
n’expriment pas le récepteur TP (Kobayashi et al. 2004) suggérant que l’augmentation de 
la production de TXA2 est responsable, en partie, de la progression de l’athérosclérose. 
Récemment, un inhibiteur du récepteur du TXA2, le terutroban, a montré des effets 
bénéfiques dans le traitement des AVC (Chamorro 2009), renforçant l’idée que le TXA2 
est impliqué dans la progression de l’athérosclérose. Les effets délétères du TXA2 sont 
d’autant plus importants qu’il a été démontré que l’activation du récepteur TP augmente 
l’activité de la NADPH oxydase et induit la formation de O2- (Muzaffar et al. 2004). La 
production de O2- est ensuite capable d’interagir avec le NO mais aussi avec la eNOS afin 
de la découpler et induire à son tour la production de O2- (Neppl et al. 2009). 
Une étude sur le rofecoxib, un inhibiteur de la COX-2, a révélé que l’utilisation de 
ce médicament était associée avec une augmentation des risques de développer un 
infarctus du myocarde ou encore un AVC, ce qui en a entraîné le retrait du marché 
(Fitzgerald 2004). Cette étude suggère qu’en condition pathologique, la production de 
PGI2 par la COX-2 viendrait contrebalancer les effets délétères de la production de TXA2 
par la COX-1 (Fitzgerald 2004). En effet, le TXA2 et la PGI2 ont des effets opposés sur la 
progression de l’athérosclérose. Par exemple, chez les souris athérosclérotiques, 
l’inhibition du récepteur du TXA2 retarde significativement la progression de 
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l’athérosclérose alors que l’inhibition du récepteur de la PGI2 accélère son développement 
(Kobayashi et al. 2004).  
Les COX sont aussi un élément central dans le développement du traitement d’une 
multitude de maladies dont les maladies neuro-inflammatoires et neuro-dégénératives 
(Minghetti 2004). Par exemple, l’expression de la COX-1 et de la COX-2 varie lors de la 
progression de la maladie d’Alzheimer. Au début, lorsqu’il a peu de # amyloïde et 
d’enchevêtrements neuronaux fibreux, la COX-2 est surexprimée dans les neurones 
suggérant des signes d’inflammation. Or, au cours de la progression de la maladie, 
l’expression de COX-1 augmente essayant de palier l’augmentation de COX-2 
(Hoozemans et al. 2008). De plus, suite à l’ischémie cérébrale, toutes les cellules 
montrent une augmentation de COX-2 qui semble être associée avec une augmentation 
des dommages tissulaires (Candelario-Jalil & Fiebich 2008). Chez la souris, au niveau 
vasculaire cérébral, il a été proposé que l’augmentation de la production de TXA2, via la 
stimulation de son récepteur, engendrait une augmentation de stress oxydant, une 
diminution de la production de NO et, ultimement, une diminution des fonctions 
cognitives (Neppl et al. 2009). Toutefois, chez l’humain, le rôle exact des COX dans la 
diminution des fonctions cognitives reste indéterminé. Une étude clinique prospective a 
démontré que la prise de médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens (reconnu pour 
leurs effets sur les COX) avait peu d’effet sur le développement de la maladie 
d’Alzheimer (in 't Veld et al. 1998). L’étude plus approfondie de l’évolution des COX et 
de leurs métabolites lors de maladies neurodégénératives ou lors de l’ischémie cérébrale 
pourrait peut-être mener à l’élaboration de traitements préventifs. 
 
En résumé, le débalancement entre la production de TXA2 et de PGI2 influence la 
progression de l’athérosclérose et les maladies neurologiques. Ce mécanisme fait partie 
d’une avenue thérapeutique qui est présentement utilisée aussi bien au niveau 
périphérique que cérébral. 
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1.5.3 L’athérosclérose et le NO 
La diminution de la biodisponibilité du NO est reconnue comme un élément 
central dans le développement de plusieurs maladies cardiovasculaires telles que 
l’athérosclérose, le diabète et l’hypertension. Toutefois, nous ne pouvons toujours pas 
affirmer que la perte de NO soit la cause ou encore le résultat d'une dysfonction 
endothéliale (Naseem 2005). La diminution de la production de NO est majoritairement 
associée à son inactivation par l’O2- suite à une augmentation de la production de DRO 
(Crimi et al. 2007). La concentration locale d’O2- est donc un déterminant majeur de la 
demi-vie biologique du NO (Chrissobolis & Faraci 2008). De plus, les niveaux 
plasmatiques d’arginine asymétrique diméthyle (ADMA), un inhibiteur endogène de la 
NOS, sont plus élevés chez les patients hypercholestérolémiques et athérosclérotiques 
(Napoli et al. 2006). En condition normale, le NO inhibe la progression de la plaque 
d’athérome (antiprolifération/antiplaquettaire); une diminution de la production de NO 
peut réduire ces mécanismes protecteurs et prédisposer les artères au développement de 
l’athérosclérose (Liu & Huang 2008). 
Chez les souris surexprimant l’apolipoprotéine E (ApoE) alimentées avec une 
diète riche en cholestérol, le fait d’enlever l’expression génique de la eNOS ou encore de 
la nNOS entraîne un développement précoce des lésions athérosclérotiques. Toutefois, 
dans ce même modèle de souris, le fait d’enlever la iNOS produit l’effet inverse 
(Kuhlencordt et al. 2001). Les souris n’exprimant pas la eNOS deviennent hypertendues, 
présentent une dysfonction endothéliale et montrent une augmentation de la taille de 
l’infarctus cérébral en réponse à des attaques vasculaires telles que l’ischémie ou les AVC 
(Huang et al. 1996; Moroi et al. 1998). Toutefois, cette augmentation de la taille de 
l’infarctus cérébral en réponse à des attaques vasculaires n’est pas observée chez les 
souris n’exprimant pas la nNOS (Liu & Huang 2008). Ces évidences suggèrent que les 3 
types de NOS peuvent avoir un impact différent sur le développement de l’athérosclérose 
et des AVC. Comme le NO joue un rôle biologique primordial au niveau cérébral, la 
diminution du NO affecte aussi bien les fonctions vasculaires que la fonction neuronale, 
pouvant ainsi contribuer au déclin des fonctions cognitives (Park et al. 2008). L’inhibition 
de la synthèse de NO réduit la compliance vasculaire, augmente la résistance vasculaire et 
limite le débit sanguin cérébral (Napoli et al. 2006). Par exemple, les souris n’exprimant 
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pas la eNOS ont une diminution du débit sanguin cérébral comparativement aux souris de 
type sauvage confirmant le rôle de la eNOS dans la vasodilatation et dans la préservation 
du débit sanguin (Huang et al. 1996).  
  
En conclusion, l’athérosclérose se traduit par un développement progressif d’une 
plaque dans les artères de conductance. La dysfonction endothéliale, caractérisée par une 
augmentation de la production de TXA2 et une diminution de NO, est responsable de 
l’initiation et de la progression de la maladie. La présence de LDL oxydé et de DRO 
entraîne des effets néfastes aussi bien au niveau périphérique que cérébral, conduisant 
graduellement à l’athérosclérose et à des complications létales incluant l’AVC.  
 
1.6 Les antioxydants 
L’hypothèse du Dr Harman, impliquant les DRO dans le processus du 
vieillissement, a encouragé les recherches sur l’effet des DRO sur les systèmes 
biologiques. Ces recherches ont mené à la découverte de la SOD, une enzyme endogène 
antioxydante, démontrant ainsi que le corps humain possède un système de défense contre 
les attaques des DRO (McCord & Fridovich 1969). Le terme antioxydant réfère à 
n’importe quelle molécule capable de stabiliser ou de désactiver les DRO avant qu’ils 
n’attaquent les cellules (Kaliora et al. 2006). 
1.6.1 Les antioxydants endogènes 
1.6.1.1 Les antioxydants endogènes enzymatiques 
Une des caractéristiques du cerveau, comparativement aux autres organes tels que 
le foie ou le rein, est qu’il possède une capacité antioxydante plus faible (Cui et al. 2004).  
Le système endogène cérébral inclut aussi bien des antioxydants enzymatiques (la SOD, 
la glutathion peroxydase et la catalase), que non enzymatiques (le glutathion et la 
mélatonine) (Valko et al. 2007). La SOD est une enzyme capable de transformer l’O2- en 
H2O2. La détoxification du H2O2 est effectuée par la catalase qui le décompose en eau et 
en oxygène ou encore par la glutathion peroxydase qui peut le réduire (Flohe et al. 1973). 
Toutefois, la principale défense endogène enzymatique dans les cellules endothéliales est 
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sans doute le système du glutathion (GSH) qui inclut la glutathion peroxydase (GPx) et la 
glutathion s-transférase (GST) (Chaudiere & Ferrari-Iliou 1999; Dickinson & Forman 
2002; Liu et al. 2004). Le système du GSH diminue avec l’âge dans le cerveau de la 
souris et a été associé à plusieurs maladies neurodégénératives incluant la maladie 
d’Alzheimer et le Parkinson.  
  
1.6.1.2 Les antioxydants endogènes non-enzymatiques 
 Les antioxydants endogènes non-enzymatiques agissent en permettant l’oxydation 
de leur propre molécule afin de produire des molécules faiblement énergétiques 
incapables de propager la réaction en chaîne de la formation de radicaux libres (Cui et al. 
2004). Ces molécules se divisent en deux types, les antioxydants liposolubles et les 
antioxydants hydrosolubles. Dans le corps, les antioxydants endogènes liposolubles 
majeurs sont la mélatonine et la coenzyme Q. Les antioxydants hydrosolubles incluent le 
glutathion, l’acide urique et la bilirubine (Frei 1991). Ces différents antioxydants peuvent 
avoir des actions variées. Par exemple, le glutathion, qui est le majeur antioxydant soluble 
des cellules, agit de plusieurs façons: (1) il est un cofacteur de plusieurs enzymes 
détoxifiantes (telles que la glutathion peroxydase), (2) il se lie directement à l’OH- et l’O2- 
pour les inactiver et (3) il est capable de régénérer les antioxydants les plus importants tels 
que la vitamine E et la vitamine C (Valko et al. 2007). La régulation des antioxydants du 
cerveau varie selon l’espèce, selon la région du cerveau et selon le sous-type cellulaire. 
Par exemple, les neurones contiennent principalement de l’acide ascorbique alors que les 
cellules gliales contiennent en majorité du glutathion (Rice et al. 2002).  
 Une substance endogène libérée par la glande pinéale, la mélatonine, soulève 
également un intérêt particulier au niveau du système nerveux puisqu’elle possède des 
capacités antioxydantes puissantes (Srinivasan 2002). La mélatonine est capable de 
traverser la BBB et de piéger les radicaux libres afin de protéger l’ADN, les protéines et 
les lipides membranaires contre les attaques oxydantes (Abe et al. 1994; Pieri et al. 1994; 
Tan et al. 1994). La mélatonine est aussi capable de stimuler l’activité de la glutathione 
peroxydase (Barlow-Walden et al. 1995). De plus, comme son expression dans le cerveau 
diminue de façon significative avec l’âge, cela pourrait contribuer au développement de 
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maladies neurodégénératives (Reiter 1995). 
1.6.2 Les antioxydants exogènes 
 Les antioxydants exogènes représentent toute substance provenant de l’apport 
nutritionnel ou pharmacologique, incluant la vitamine E, la vitamine C et les polyphénols, 
pouvant agir en tant qu’agents antioxydants. Les antioxydants exogènes peuvent 
neutraliser directement les DRO ou encore augmenter la défense endogène (Kaliora et al. 
2006).   
1.6.2.1 Les polyphénols et les catéchines 
Le « paradoxe français », vient de l’observation que les Français, 
comparativement aux autres populations, ont un risque moins élevé de développer des 
maladies cardiovasculaires malgré leur consommation plus élevée d’acides gras saturés 
(St Leger et al. 1979). Les effets cardiovasculaires bénéfiques ont été attribués à la 
consommation de vin, plus particulièrement aux composants non alcooliques contenus 
dans le vin, les phénols (Renaud & de Lorgeril 1992; Rimm et al. 1996; Dohadwala & 
Vita 2009). En effet, le vin contient un grand nombre de composés phénoliques incluant 
les polyphénols et les acides phénoliques. Les polyphénols sont catégorisés en deux 
familles, les flavonoïdes et les non-flavonoïdes. Dans le régime alimentaire, les sources de 
polyphénols incluent les fruits, les légumes, les céréales, le thé, les jus de fruits ainsi que 
les produits dérivés du raisin et du cacao (Stoclet et al. 2004). In vivo, l’activité des 
polyphénols est dépendante de leur biodisponibilité. L’absorption intestinale est donc 
l’étape limitante des effets protecteurs des polyphénols (Stoclet et al. 2004). De plus, les 
polyphénols sont hautement métabolisés, et par conséquent, leur absorption dans 
l’intestin, le sang et le cerveau est très faible (Ghosh & Scheepens 2009). Par exemple, les 
catéchines, qui composent la majorité des polyphénols flavonoïdes contenus dans le thé 
vert (Sutherland et al. 2006), une fois ingérée, sont métabolisées en 4 principaux 
composés: l’(-)-épigallocatéchine-3-gallate, l’(-)-épigallocatéchine, l’(-)-épicatéchine-3-
gallate et l’(-)-épicatéchine (Kimura et al. 2002).  
Toutefois, il a été démontré que l'administration orale de peau de raisin a pour 
effet de diminuer la pression systolique, la pression diastolique et la pression moyenne 
dans deux modèles distincts d’hypertension (Soares De Moura et al. 2002; Stoclet et al. 
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2004). Au niveau cérébral, les polyphénols, incluant les catéchines, ont montré des effets 
bénéfiques sur le vieillissement neuronal, les AVC et même la démence (Ghosh & 
Scheepens 2009; Joseph et al. 2009). Plusieurs mécanismes ont été proposés afin 
d’expliquer les effets protecteurs des polyphénols. Par exemple, les polyphénols 
possèdent des propriétés antioxydantes qui protègent les vaisseaux et les neurones contre 
les attaques oxydantes (Stoclet et al. 2004). Les effets antioxydants des catéchines 
incluent la neutralisation directe des DRO, l’inhibition des enzymes pro-oxydantes et 
l’induction de l’expression des enzymes du système antioxydant (Mandel et al. 2004). 
Effectivement, des études ont montré qu’une simple dose de thé peut augmenter la 
capacité antioxydante dans le plasma dans les 30 à 60 minutes après son ingestion (Khan 
& Mukhtar 2007). De plus, les souris ayant consommé 0.2% de catéchine dans l’eau de 
boisson ont des niveaux circulants de SOD, de catalase et de glutathion peroxydase 
significativement plus élevés (Babu & Liu 2008).  
 
En résumé, les polyphénols, incluant les catéchines, possèdent des effets 
antioxydants qui pourraient être bénéfiques sur la dysfonction endothéliale en diminuant 
les marqueurs de stress oxydant, l’inflammation vasculaire et en améliorant le profil 
lipidique pour ainsi prévenir les maladies cardiovasculaires, les cancers, les dommages 
neuronaux et la baisse des fonctions cognitives. 
1.6.2.2 Les Polyphénols et la fonction endothéliale 
Au cours des dernières années, plusieurs études ont été effectuées concernant 
l'impact des antioxydants sur la fonction endothéliale (Naseem 2005). Il a été démontré 
que l’ajout de polyphénols, sur des cellules endothéliales en culture, augmente 
l’expression protéique de NOS et la production de NO (Dohadwala & Vita 2009). De 
plus, in vitro, l’addition de catéchines sur l’aorte de rat induit une dilatation dépendante de 
la production de NO (voir figure 9) (Andriambeloson et al. 1999). Alors que le 
mécanisme précis par lequel les polyphénols améliorent la fonction endothéliale n’est pas 
clairement défini, des évidences montrent que la dilatation induite par la catéchine 
implique l’endothélium vasculaire ainsi que la voie PI3K/Akt/NO (Lorenz et al. 2004). De 
plus, puisque les polyphénols agissent directement au niveau de l’O2-, ils peuvent moduler 
 80 
la biodisponibilité du NO. Il a aussi été suggéré que l’action positive des polyphénols sur 
le NO était plutôt de stabiliser les niveaux de BH4 et, conséquemment, la dimérisation de 
la NOS (Huang et al. 2000). Ces résultats suggèrent que les polyphénols, incluant les 
catéchines, modulent la fonction endothéliale par la voie de la eNOS puisqu’ils peuvent 
augmenter la quantité de NO via l’inactivation de l’O2-, l’augmentation de la 
phosphorylation de Akt (Ndiaye et al. 2003) ou l’augmentation de l’expression de la 
eNOS (Wallerath et al. 2003).  
Les polyphénols ont un effet antioxydant par leurs interactions directes avec l’O2- 
et les autres DRO tels que OH- et ONOO-. Tel que discuté précédemment, cela peut 
protéger les facteurs endothéliaux tels que le NO mais peut aussi avoir une influence sur 
la production de la PGI2 (voir figure 9) (Stoclet et al. 2004). In vitro, il a été démontré que 
la catéchine est capable de stimuler la production de PGI2 dans les cellules endothéliales 
aortique bovines (BAEC) (Mizugaki et al. 2000).  
De plus, il a été démontré que les catéchines peuvent supprimer la libération de 
l’AA et l’activité de la thromboxane synthase, résultant en une diminution de la 
production de TXA2 (Choi et al. 2002); les catéchines possèdent ainsi des effets 
antiplaquettaires. Elles régulent donc positivement la balance PGI2/TXA2 et, par 
conséquent, protègent la fonction endothéliale (Babu & Liu 2008). En plus d’augmenter la 
production de PGI2, les polyphénols diminuent aussi la production d’ET-1. En effet, les 
extraits de vin rouge peuvent inhiber la libération d’ET-1 et la transcription du gène de la 
prépro-endothéline (Corder et al. 2001). 
En plus de leurs effets sur les facteurs endothéliaux, les polyphénols peuvent aussi 
protéger l’endothélium via leurs effets sur les LDL oxydées, qui jouent un rôle précurseur 
dans la dysfonction endothéliale. Il a été démontré que la dysfonction endothéliale induite 
par les LDL oxydées peut être renversée par les antioxydants polyphénoliques (de Nigris 













 Les études in vitro aussi bien qu’in vivo ont aussi rapporté des effets bénéfiques 
des catéchines sur l’agrégation plaquettaire (Babu & Liu 2008). De plus, l’administration 
de catéchines diminue l’expression de VCAM-1, une molécule critique de l’adhésion 
plaquettaire dont l’expression est augmentée dans les cellules endothéliales et les cellules 
musculaires lisses lors de l’athérosclérose (Suzuki et al. 2009).  
 
En résumé, les polyphénols ont donc plusieurs effets sur la fonction endothéliale 
incluant une augmentation de la formation de médiateurs vasodilatateurs, une diminution 
de la formation de médiateurs vasoconstricteurs et des effets anti-thrombotiques (Stoclet 
et al. 2004).  
 
1.6.2.3 L’effet des polyphénols sur le développement de l’athérosclérose 
Dans les études chez l’animal, les polyphénols sont les antioxydants qui ont 
montré le plus d’effets bénéfiques dans un contexte d’athérosclérose (voir figure 10). En 
effet, les polyphénols sont capables de réduire l’oxydation des LDL, de diminuer 
l’agrégation plaquettaire ainsi que d'inhiber la prolifération et la migration des cellules 
musculaires lisses vasculaires (voir figure 10). De plus, ils sont associés avec une 
augmentation de la biodisponibilité du NO et une augmentation des fonctions 
endothéliales; ils sont donc favorables à la réduction de l’athérosclérose et à la prévention 
des maladies cardiovasculaires (Lefevre et al. 2007). 
Des études ont montré que la catéchine peut diminuer l’oxydation des LDL chez 
l’animal et in vitro (Babu & Liu 2008). En effet, les souris hypercholestérolémiques qui 
ont consommé des polyphénols durant 6 semaines présentent une diminution de 
l’oxydation des LDL ainsi qu’un réduction accrue des lésions athérosclérotiques (Hayek 
et al. 1997). De plus, chez l’animal, il a été démontré que la consommation de breuvages 
contenant des polyphénols entraîne une réduction de la plaque athérosclérotique (Vinson 
et al. 2001). Certaines études ont montré une diminution des lésions athérosclérotiques 
suite à la consommation de polyphénols sans variation dans la quantité de LDL oxydées 
(Stocker & O'Halloran 2004), suggérant différents mécanismes d’action des polyphénols 
dans un contexte d’athérosclérose.  
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Les polyphénols peuvent affecter le métabolisme des lipides afin de prévenir 
l’apparition des plaques chez les souris hypercholestérolémiques (Khan et al. 1992). En 
effet, l’apport de polyphénols diminue l’absorption de triglycérides ainsi que de 
cholestérol et augmente l’excrétion de lipides (Khan & Mukhtar 2007). Les polyphénols 
peuvent moduler le métabolisme du cholestérol en affectant sa biosynthèse, son 
absorption, son excrétion et les récepteurs des LDL contribuant ainsi aux effets anti-
hypercholestérolémiques. Les polyphénols sont donc capables de réduire les niveaux de 
cholestérol sanguin et de prévenir la déposition de cholestérol dans différents tissus (Babu 
& Liu 2008). De plus, les polyphénols peuvent réguler positivement l’expression des 
récepteurs aux LDL modulant ainsi la biosynthèse, l’excrétion et la gestion des lipides 
(Babu & Liu 2008). Aussi bien chez l’humain que chez l’animal, la consommation de 
catéchines peut affecter le ratio de LDL/HDL en favorisant la production de HDL (Kono 
et al. 1996; Babu et al. 2006). 
Les polyphénols peuvent aussi jouer au niveau de l’activation des cellules 
endothéliales puisqu’ils sont capables de réduire l’adhésion des monocytes sur la surface 
endothéliale et de bloquer l’expression des cytokines (Dohadwala & Vita 2009). In vitro, 
la catéchine peut inhiber l’adhésion des leucocytes via la diminution de l’expression des 
molécules d’adhésion cellulaires vasculaires de type 1 (VCAM-1), une molécule 
d’adhésion dont l’expression est augmentée en condition pathologique (Ludwig et al. 
2004). De plus, les polyphénols peuvent inhiber l’invasion des cellules musculaires lisses 










1.6.2.4 Les polyphénols, le vieillissement et les maladies neurodégénératives 
Si l'on applique la théorie du Dr Harman, les radicaux libres et le stress oxydant 
seraient responsables des changements menant à la détérioration des fonctions cérébrales 
et à la neurodégénération observées lors du vieillissement. Les premières évidences des 
effets bénéfiques des polyphénols sur les fonctions cérébrales ont été démontrées au cours 
des années 1950 (Da Re et al. 1959). Historiquement, les effets biologiques des 
polyphénols, incluant ceux sur le cerveau, étaient attribués à leurs propriétés 
antioxydantes via l'inactivation des DRO et leur influence sur le statut redox de la cellule 
(Matsuoka et al. 1995; Stoclet et al. 2004; Pollard et al. 2006). Au fil du temps, il a été 
démontré que les polyphénols peuvent interagir avec les voies neuronales de signalisation 
intracellulaire pouvant jouer un rôle dans le contrôle de la survie des neurones et la 
potentialisation à long terme de la mémoire (Vauzour et al. 2007; Spencer 2009). Ainsi, 
l’apport nutritionnel de polyphénols a montré des effets bénéfiques contre la mort 
neuronale et le processus inflammatoire neuronal, proposant un mécanisme de protection 
contre des maladies neurodégénératives (Joseph et al. 2009) et une meilleure préservation 
des fonctions cognitives (Letenneur et al. 2007). 
Mais comment les polyphénols exercent-ils leurs effets positifs sur les fonctions 
cérébrales ? Pour avoir un effet, les polyphénols doivent être capables d’agir directement 
sur le cerveau ou encore d’induire des changements périphériques qui auront un impact 
sur les fonctions cérébrales. Récemment, il a été démontré que les catéchines peuvent 
pénétrer la BBB et pourraient ainsi avoir des effets sur la protection neuronale (Matsuoka 
et al. 1995; Lee et al. 2000). Il est donc possible que les flavonoïdes soient bénéfiques 
pour la mémoire via leur habileté à moduler les aspects cellulaires et moléculaires du 
processus de la mémoire. Des études montrent que les polyphénols sont capables d’agir à 
plusieurs niveaux, ils peuvent par exemple moduler la libération de neurotransmetteurs 
tels que le NO et le glutamate, stimuler la neurogenèse de l’hippocampe et moduler la 
signalisation neuronale (Spencer 2009). Augmenter la biodisponibilité du NO par les 
polyphénols peut avoir des effets considérables au niveau cérébral. Par exemple, le 
resvératrol, un polyphénol non flavonoïde, en favorisant la production de NO, est capable 
de réduire la perte neuronale associée à l'ischémie chez le lapin (Kiziltepe et al. 2004) et 
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le cochon (Toumpoulis & Anagnostopoulos 2004). Les études ont aussi démontré que la 
consommation de flavonoïdes améliore la fonction vasculaire (Chan et al. 2008) et le 
débit sanguin cérébral (Francis et al. 2006). Chez le rat, il a été démontré que 
l’augmentation du débit sanguin peut aussi influencer la mémoire (Mitschelen et al. 
2009). Mis ensembles, ces résultats suggèrent que la modulation de débit sanguin par les 
polyphénols pourrait avoir un effet bénéfique sur les fonctions cognitives. Toutefois, le 
mécanisme exact reste encore incertain.  
L’administration chronique de catéchines dans l’eau de boisson des rats 
hypertendus a montré une diminution de l’incidence d'AVC ainsi qu’une diminution du 
volume de zone de l'infarctus  (Uchida et al. 1995; Sutherland et al. 2006). De plus, la 
catéchine injectée en intraveineuse chez le rat (Matsuoka et al. 1995) ou en intra-
péritonéale chez le hamster (Lee et al. 2000), améliore la fonction cognitive et réduit les 
dommages neuronaux. Les mécanismes suggérés pour expliquer la protection neuronale 
par les catéchines sont l’augmentation de débit sanguin cérébral (conséquente d’une 
augmentation de la eNOS), ainsi qu'une diminution de la neurotoxicité (conséquente 
d’une baisse de l’expression protéique et de l’activité de la iNOS) (Sutherland et al. 
2005). Des effets anti-inflammatoires ont également été attribués aux catéchines, et 
seraient dus à une diminution de la production d’éicosanoïdes. Ce mécanisme pourrait 
aussi être impliqué dans la protection neuronale (Hong et al. 2000a) 
 
En résumé, les antioxydants, aussi bien endogènes qu’exogènes, ont une influence 
primordiale sur le développement des maladies. Les polyphénols, et en particulier la 
catéchine, possèdent des propriétés antioxydantes très intéressantes permettant ainsi des 
effets bénéfiques au niveau de l’endothélium cérébral et des neurones. L'apport régulier 
de polyphénols dans le régime alimentaire prévient le déclin des fonctions cérébrales 








Raisonnement et démarche 
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2 Raisonnement et démarche 
La régulation du débit sanguin par la circulation cérébrale joue un rôle primordial 
dans l’apport énergétique constant nécessaire à la survie des cellules neuronales. Au cours 
du vieillissement, le stress oxydant augmente et la dysfonction endothéliale progresse, au 
niveau périphérique et central. Le stress oxydant associé aux facteurs de risque pour les 
maladies cardiovasculaires, tels que l’hypercholestérolémie, pourrait donc accélérer la 
dysfonction endothéliale des artères cérébrales et accentuer le déclin des fonctions 
cognitives, deux phénomènes normalement associés au processus du vieillissement. 
Toutefois, il existe peu de données dans la littérature portant sur l’évolution de la fonction 
endothéliale cérébrale au cours du vieillissement normal, ou associée à des facteurs de 
risque pour les maladies cardiovasculaires. Les dérivés réactifs de l'oxygène jouent un 
rôle contradictoire puisqu'ils peuvent avoir des effets bénéfiques, à faible concentration, et 
des effets délétères, à grande concentration, dans les neurones et les cellules vasculaires 
cérébrales. Le cerveau ayant une capacité antioxydante plus faible que les autres organes 
et une grande vulnérabilité face au stress oxydant, il est très important d’évaluer l’impact 
des changements oxydatifs sur la circulation cérébrale au cours du vieillissement. Les 
trois études présentées dans cette thèse ont pour objectif commun d'étudier la fonction 
endothéliale cérébrale et son évolution avec l’âge, en présence ou non d'athérosclérose. 
Nous avons tenté de déterminer les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans 
la dysfonction endothéliale prématurée ainsi que son impact sur le débit sanguin cérébral 
et la fonction cognitive. 
 
Étude # 1 
Les DRO sont largement impliqués dans les fonctions physiologiques et sont donc 
essentiels. Au niveau cérébral, l’O2- et le H2O2 ont montré des propriétés vasodilatatrices 
intéressantes: nous avons démontré (Drouin et al. 2007) que dans les artères cérébrales de 
souris jeunes, la dilatation induite par l'ACh était due à une combinaison de facteurs 
endothéliaux incluant le H2O2 (mais pas le NO) dérivé de la eNOS, la prostacycline et 
l'EDHF. L'implication du H2O2 comme médiateur d'une réponse physiologique est 
innovante puisque le dogme (Alp & Channon 2004; Kawashima & Yokoyama 2004) 
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stipule que la NOS produirait du H2O2 plutôt que du NO seulement lors de son 
découplage dans les conditions pathologiques. L’objectif de cette première étude était de 
caractériser l’implication physiologique du H2O2 dérivé de la NOS dans la fonction 
endothéliale cérébrale de la souris, en condition physiologique, et en réponse à un 
stimulus plus physiologique que l'addition d'ACh. Nous avons voulu identifier les 
mécanismes impliqués dans la dilatation induite par l’augmentation de débit sanguin 
(FMD, ou dilatation dépendante de l'endothélium reproduite in vitro par un changement 
de débit intraluminal). La FMD est la réponse à un stimulus endothélial la plus 
représentative de la situation in vivo et donc un paramètre de choix à déterminer. De plus, 
il a été démontré que la NOS est la principale voie enzymatique endothéliale activée 
durant la FMD dans les artères cérébrales (Koller et al. 1994; Joannides et al. 1995). À 
l'aide de différents inhibiteurs pharmacologiques, nous avons défini les voies impliquées 
dans la FMD des artères cérébrales de souris. Nous avons identifié le H2O2, dérivé de 
l’activation de la eNOS, en tant que principal médiateur de la FMD. Cette voie de 
dilatation est importante puisqu’elle pourrait être très susceptible aux changements 
d’environnement redox et influencerait le débit sanguin cérébral.   
 
Étude # 2 
L’endothélium est un système dynamique continuellement exposé à des 
dommages et à des réparations. Des études de notre laboratoire ont décrit les changements 
dans la contribution des différents facteurs vasculaires endothéliaux au cours de la 
maturation vasculaire (Krummen et al. 2005; Gendron et al. 2007). Ces données 
concernaient des artères périphériques mais nous ne connaissons pas l'évolution des 
facteurs endothéliaux au niveau cérébral. Compte tenu de la vulnérabilité des cellules 
endothéliales cérébrales aux DRO, l’apparition de stress oxydant, associé à l'âge ou dû à 
la présence de maladie cardiovasculaire, pourrait mener à une altération de la voie du 
H2O2 engendrant ainsi une dysfonction endothéliale précoce. Nous avons émis 
l’hypothèse qu’un débalancement des facteurs endothéliaux (diminution d'EDRF et 
augmentation d'EDCF) pourrait être à l’origine (1) de la dysfonction endothéliale 
cérébrale observée au cours du vieillissement et (2) de la dysfonction endothéliale précoce 
qui apparaît en présence d’athérosclérose. L’objectif de cette étude était de déterminer 
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l’impact de l’augmentation de stress oxydant associé à l’athérosclérose, une maladie 
affectant principalement les artères périphériques, sur les différents facteurs endothéliaux 
cérébraux. L’athérosclérose a été associée à une augmentation de la production de TXA2 
(Kobayashi et al. 2004; Sellers & Stallone 2008) et une diminution de l’activité de la 
NOS (Kawashima & Yokoyama 2004). De plus, des études dans notre laboratoire ont 
montré qu’au niveau périphérique, l’inhibition pharmacologique de la NOS permettait de 
révéler la production du TXA2 ainsi qu’une augmentation de la production des DRO par 
les cellules endothéliales (Gendron & Thorin 2007). Or, en condition pathologique, la 
dysfonction endothéliale précoce de la eNOS, pourrait être la conséquence d’une 
augmentation de la production de TXA2. 
 
Étude # 3 
La dysfonction endothéliale cérébrale précoce associée à l’athérosclérose pourrait 
non seulement augmenter l’incidence des AVC mais aussi induire une diminution du 
débit sanguin cérébral et, ultimement, affecter les fonctions neuronales. Sachant que le 
vieillissement est associé à une diminution des fonctions neuronales, nous avons émis 
l’hypothèse que l’augmentation de stress oxydant, à l’origine de la dysfonction 
endothéliale cérébrale prématurée observée lors de l’athérosclérose était associée à une 
diminution du débit sanguin cérébral et un déclin subséquent des fonctions cognitives. 
Nous avons utilisé des souris saines et athérosclérotiques âgées de 3 mois que nous avons 
soumises, ou pas, à un traitement chronique à la catéchine pendant 3 mois. Nous avons 
observé les effets de l'âge, de l'athérosclérose et du traitement sur la fonction endothéliale 
cérébrale (FMD et activité de la eNOS via la production de H2O2), le débit sanguin 
cérébral, la mémoire et la capacité d’apprentissage. Cette étude avait pour objectif 
d’établir un lien entre l’augmentation de stress oxydant, la dysfonction endothéliale 
précoce, la diminution de débit sanguin et la perte de fonction cognitive hâtive, et de 
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3 Matériels et Méthodes 
 Dans cette section, il sera question des méthodes et des protocoles utilisés au cours 
des différentes études. Les différents modèles animaux seront décrits suivis de chacune 
des techniques utilisées.  
3.1 Conditions expérimentales 
 Toutes les expériences et les procédures utilisées sont en accord avec notre 
guide institutionnel de la protection des animaux ainsi qu'avec le «Guide for the Care and 
Use of Laboratory Animals of Canada».  
3.2 Modèle animal 
 Les expériences ont été effectuées sur des artères de souris mâles âgées de trois, 
six et douze mois (± 7 jours). Deux modèles de souris ont été utilisés, des souris témoins 
(WT) C57BL/6 (Charles River Laboratories, St-Constant, Québec, Canada) et des souris 
C57BL/6-LDLr-/-ApoB+/+ (ATX) : ces dernières n'expriment pas le récepteur aux LDL 
mais expriment l’apolipoprotéine humaine B-100 (Sanan et al. 1998).  
3.2.1 Souris témoins 
 Les souris témoins utilisées dans les études #1 et #2 sont des souris mâles de 
type C57Bl/6. Au cours de leur développement les souris ont vécu dans un environnement 
dépourvu d’agent pathogène et soumises à un cycle de 12 heures de lumière par jour. Une 
diète régulière et de l’eau de boisson conventionnelle leur étaient données. Le poids 
moyen des souris était de 26±1g, 37±2g et 46±3g à 3, 6 et 12 mois, respectivement. Dans 
l’étude #2, les souris témoins de 3, 6 et 12 mois ont été utilisées comme modèle de 
vieillissement sans exposition aux facteurs de risque. 
3.2.2 Souris athérosclérotiques (ATX) 
 Les souris ATX ont initialement été généreusement fournies par le Dr.Hobbs 
(University of Texas Southwestern, Dallas, TX) en 2003, puis la colonie a été maintenue 
dans notre animalerie. Le poids moyen des souris est respectivement de 25±1g, 31±2 g et 
39±2 g à 3, 6 et 12 mois. Les niveaux de cholestérol et de triglycérides contenus dans le 
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sérum sont entre 4 et 9 fois plus élevés chez les souris ATX comparativement aux souris 
témoins (voir Table 1). Les souris ATX représentent un modèle idéal pour l’étude de 
l’athérosclérose puisqu’elles développent spontanément des plaques d’athérome dès l’âge 
de 6 mois, alors quelles sont dans les mêmes conditions que les souris témoins. Les souris 
ATX ont été utilisées dans des études #2 et #3. 
3.2.3 Traitement avec un antioxydant 
 Afin d’étudier l’implication du stress oxydant dans le processus de maturation 
et de vieillissement des artères cérébrales, dans un contexte d’athérosclérose, nous avons 
effectué, dans les études #2 et #3, des traitements avec l’antioxydant catéchine (Sigma-
Aldrich Canada Ltd., Oakville, Ontario, Canada). Dès l’âge de 3 mois, les souris ATX ont 
reçu un traitement de 30 mg/kg/jour de catéchine dans l’eau de boisson jusqu’à l’âge de 6 
ou 12 mois. Le traitement n’a pas affecté le poids des souris ATX (34±2 g versus 31±2 g 
et 33±1g versus 39±2 g, pour les souris âgées respectivement de 6 et 12 mois, traitées ou 
pas) ni les niveaux de cholestérol et de triglycérides contenus dans le sérum (voir Table 
1). L’eau de boisson contenant la catéchine a été remplacée une fois par semaine.  
 
Table 1. Dosages des niveaux de cholestérol, de LDL et de triglycérides (TG) contenus 





3 m/o WT 2,1±0,2 0,5±0,2 0,7±0,1 
6 m/o WT 3,1±0,1 1,1±0,1 0,7±0,1 
12 m/o WT 4,5±0,2 2,5±0,2 0,4±0,1 
3 m/o ATX 16,6±2,0* 10,2±1,6* 6,2±0,5* 
6 m/o ATX 20,2± 2,2 12,4±1,1 7,5±0,8 
12 m/o ATX 23,3±3,4* 14,2±2,1* 9,5±0,9* 
6 m/o ATX+CAT 20,1±1,3 12,7±1,0 8,5±0,8 
12 m/o ATX+CAT 23,5±3,2* 15,1±2,2* 9,7±1,3* 
* P<0,05 vs WT du même âge 
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3.3 Pressions et prélèvement sanguins 
 Afin de déterminer la pression artérielle et les pressions partielles du cœur lors 
des études #2 et #3, nous avons effectué des études de Millard tel que précédemment 
décrit (Drouin et al. 2008). Les souris ont été anesthésiées avec de l’isoflurane (2.5%) 
dans l’oxygène (O2 ; 0.5 L/min). Un cathéter de type «Millard» a été inséré dans l’artère 
carotide gauche et la pression artérielle a été enregistrée. Le cathéter a ensuite été inséré 
dans le ventricule gauche du cœur où la fonction et le rythme cardiaque ont été 
enregistrés. Puis, le sang a été prélevé directement dans le ventricule gauche du cœur de la 
souris pour des dosages ultérieurs. 
3.3.1 Dosages sanguins 
Nous avons déterminé les niveaux de cholestérols, HDL, LDL et de triglycérides 
contenus dans le sérum des souris aux différents âges. Après une incubation à température 
pièce de 30 minutes permettant la coagulation, le sang a été centrifugé à 13,000 rotations 
par minute (rpm) durant 10 minutes à 4°C. Le sérum a été prélevé et immédiatement 
congelé à -80°C. Le surnageant (sérum) recueilli a ensuite été utilisé pour les différents 
dosages. 
3.4 Quantification de la plaque aortique 
 L’effet d’un traitement antioxydant sur la formation de plaque aortique chez les 
souris ATX a été analysé, de façon semi-quantitative, lors des études #2 et #3. L’aorte 
entière (abdominale et thoracique) a été prélevée et nettoyée des corps gras et tissus 
fibreux externes. L’artère a ensuite été ouverte longitudinalement dans un pétri et prise en 
photo. La quantification de la plaque a été effectuée en utilisant le logiciel Adobe 
Photoshop CS3. L’aire de la plaque est exprimée en pourcentage d’aire totale du segment 
d’aorte prélevé.   
3.5 Études de réactivité 
 À travers les études de cette thèse, nous avons étudié la fonction endothéliale 
cérébrale en fonction de l’âge et de la dyslipidémie. Plusieurs méthodes peuvent être 
adoptées pour l’étude de la réactivité vasculaire et chacune d’elle présente ses avantages 
et ses inconvénients. La méthode la plus physiologique est sans aucun doute le laser 
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doppler qui est non invasif. Toutefois, cette technique est indirecte puisqu’elle permet de 
mesurer l’augmentation du débit sanguin et, par conséquent, la dilatation. De plus, 
l’utilisation d’inhibiteurs est très restreinte surtout lorsqu’on travaille chez l’humain.  
 Au niveau cérébral, à cause de la boîte crânienne, il est plus difficile d’observer 
la réactivité vasculaire in vivo. Il existe tout de même la méthode de la fenêtre crânienne 
qui consiste à enlever la boîte crânienne tout en maintenant l’homéostasie. Par celle-ci, il 
est possible d’observer le comportement des vaisseaux suite au stimulus appliqué. 
 Compte tenu de la complexité de ces méthodes et de leurs restrictions, les 
études in vitro sont beaucoup plus fréquentes. Le myographe est sans doute la plus utilisée 
de ces méthodes et permet de mesurer l’activité des cellules musculaires lisses et des 
cellules endothéliales. Le montage utilisé permet d’étudier la capacité de contraction de 
l’ensemble des cellules d’un vaisseau isolé. La dilatation peut aussi être estimée suite à 
l’analyse du niveau de contraction de l’artère. Cet appareil est basé sur l’étirement du 
vaisseau et les résultats obtenus dépendent du degré d’étirement initial.  
 Il existe aussi le myographe pressurisé, aussi appelé artériographe, qui permet 
de mesurer la réactivité vasculaire dans des conditions plus physiologiques puisque 
l’artère est soumise à une pression intra-murale similaire à celle retrouvée in vivo. Afin 
d'évaluer la fonction endothéliale cérébrale, nous avons donc décidé d’utiliser cette 
méthode pour toutes les études de réactivité, selon des protocoles bien établis (Krummen 
et al. 2005; Drouin et al. 2007; Gendron et al. 2007). Les prochains paragraphes décriront 
en détail la méthode de l’artériographe telle qu’utilisée dans notre laboratoire ainsi que les 



















Figure 11. Base du cerveau montrant les principales artères. Les artères postérieures et 



















3.5.1 Prélèvement des artères cérébrales. 
 Les souris ont été anesthésiées par une inhalation de dioxyde de carbone (CO2). 
Le cerveau a rapidement été prélevé de la cavité crânienne et placé dans une solution 
physiologique saline (PSS) de la composition suivante (mmol/L): NaCl 130, KCl 4.7, 
CaCl2 1.6, MgSO4 1.17, NaHCO3 14.9, KH2PO4 1.18, EDTA 0.026, glucose 10 à 4°C. 
Des segments de l’artère cérébrale «postérieure», «postérieure communicante» et des 
artères cérébrales moyennes (voir figure 11) (diamètre moyen de 136±2 µm lorsque 
pressurisées à 60 mm Hg) ont été prélevés du cerveau et maintenus à 4°C pour des 
protocoles effectués le jour même. Le cerveau a été immédiatement congelé dans l’azote 
liquide pour des études ultérieures. 
 
3.5.2 Principe de l’artériographe 
Cette méthode permet d’étudier la fonction vasculaire en visualisant la dilatation 
ou la contraction sur un moniteur suite à l’addition d’un agoniste ou encore suite à 
l’augmentation du débit de perfusion. Elle permet aussi de maintenir une artère 
pressurisée en conditions optimales, à 37°C et sous oxygène (PO2= 150 mm Hg). Cette 
méthode permet de reproduire l’environnement des artères in vivo et d’observer la 
réactivité vasculaire dans un contexte quasi physiologique.  
3.5.2.1 Description du montage 
  L’artère est montée dans une cuve contenant 10 ml de PSS avec 12% 
d'oxygène (O2), 5% de dioxyde de carbone (CO2) et 83% d'azote (N2) et maintenue à 
37°C à un pH de 7.4 (Living System, Burlington, Vermont, U.S.A.). Le montage utilisé 
contient une paire de micropipettes en verre qui sont perfusées avec du PSS (voir Figure 
12A). La partie supérieure de l’artère est placée sur la micropipette supérieure, ligaturée 
puis perfusée afin d’y enlever tous les résidus de sang. La deuxième extrémité de l’artère 


















Figure 12. (A) Représentation graphique des composantes du montage de l’artériographe. 
(B) Représentation graphique des changements effectués sur l’artériographe pour les 
études de la fonction endothéliale en fonction de l’augmentation de débit. 
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Les micropipettes inférieure et supérieure sont chacune reliées à un capteur de pression, 
P1 et P2 (Abott system, USA); les capteurs sont reliés à un module de contrôle 
automatique de la pression (Living System, Burlington, Vermont, U.S.A.). Le module de 
contrôle permet de maintenir une pression intra-artérielle (Pav) constante. La pression 
intra-artérielle idéale varie en fonction du lit vasculaire étudié. Afin de déterminer cette 
pression, des études d’optimisation doivent être effectuées au préalable. En fonction d'une 
variation de pression intra-luminale, l’artère ajustera son diamètre afin de maintenir le 
débit constant, selon le principe du tonus myogénique. En variant la pression, nous serons 
donc capables d’obtenir une courbe pression-diamètre. C’est en travaillant avec une 
pression située dans le plateau de cette courbe que l’artère sera plus réactive. Pour les 
artères cérébrales de souris, la pression idéale est d’environ 60 mm Hg, soit 
approximativement la pression physiologique des artères cérébrales de souris (Faraci & 
Heistad 1990). 
3.5.3 Modification effectuée pour les études de débit 
L’augmentation de débit sanguin cérébral induit une vasodilatation dépendante de 
l’endothélium, tel qu’étudié lors des études #1 et #3. L’artériographe permet d’observer 
les changements induits spécifiquement par l’augmentation de débit sans variation de 
pression qui, tel que décrit précédemment, peut faire varier le diamètre. Pour ce faire, 
nous avons ajouté une pompe péristaltique à l’extrémité opposée du module de contrôle 
de la pression (voir figure 12B). Suite à l’augmentation de débit, le module de contrôle de 
la pression pourra créer une pression négative équivalente à l’augmentation de pression 
créée par l’augmentation de débit permettant de maintenir constante la pression à 
l’intérieur de l’artère (soit Pav= 60 mm Hg). Le module de contrôle de la pression est 
capable de maintenir la Pav constante selon l’équation suivante : Pav= (P1+P2)/2.  
3.5.4 Protocole de réactivité  
 Une fois l’artère montée dans l’artériographe, celle-ci est maintenue à une 
pression constante de 60 mm Hg. Une période d’équilibration de 40 minutes est allouée 
avant le début des expériences afin de permettre le développement du tonus myogénique 
(TM) qui est calculé selon l’équation suivante :((Daprès – Davant)/Dmax)*100, où Davant est le 
diamètre de l’artère avant l’équilibration, Daprès est le diamètre de l’artère après le temps 
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d’équilibration et Dmax représente le diamètre maximal de l’artère obtenu à partir d’une 
solution ne contenant pas de calcium de la composition suivante (mmol/L): NaCl 130, 
KCl 4.7, MgSO4 1.17, NaHCO3 14.9, KH2PO4 1.18, EDTA 0.026, EGTA 1, glucose 10. 
Suite à l’équilibration, les artères sont pré-contractées à la phényléphrine (PE; de 10 à 30 
µmol/L), un agoniste des récepteurs "1-adrénergiques situés sur les cellules musculaires 
lisses des vaisseaux. Une contraction supérieure à 40% du diamètre initial est considérée 
comme acceptable. Les changements de diamètre (dilatation) associés à l’addition de 
concentrations croissantes d’acétylcholine (ACh; 0.1 nmol/L à 30 µmol/L) sont 
enregistrés en utilisant un moniteur vidéo analyseur de dimensions (Living System, 
Burlington, Vermont, U.S.A.). À la fin de chaque protocole, la solution contenue dans le 
bain a été changée pour une solution sans calcium afin d’obtenir le diamètre maximal 
passif de l’artère. Les résultats sont exprimés en pourcentage de dilatation maximale et 
représentés en graphiques de type courbes concentration-réponse. La figure 13 schématise 
le protocole utilisé pour les études de réactivité. 
3.5.5 Protocole des études de débit  
 Quelques modifications du protocole ont dû être effectuées pour les études de 
dilatations induites par l’augmentation de débit. Suite à une période d’équilibration de 40 
minutes, les artères sont pré-contractées à la phényléphrine et soumises à l’augmentation 
constante (+2!l /min) de débit (Flow; 0 à 10 !l/min). La dilatation induite par le débit a 
été enregistrée sur le moniteur vidéo analyseur de dimensions. Chaque augmentation de 2 
!l/min a été maintenue de 3 à 5 minutes afin de permettre une dilatation optimale. Les 
forces de cisaillements ont été calculées pour chacune des conditions selon l’équation 
suivante: t = 4$Q/%r3 où t est la force de cisaillement (dyn/cm2), $ représente la viscosité 
(qui dans nos conditions est égale à 0.8 cp (Shipley et al. 2005)), Q représente le débit 







Figure 13. Exemple de protocole utilisé pour les études de réactivité. 
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Dans nos études, les forces de cisaillement calculées sont comparables à celles appliquées 
en conditions physiologiques sur des artérioles de tailles comparables, entre 0 et 70 
dyn/cm2 (Papaioannou et al. 2006). À la fin de chaque protocole, la solution contenue 
dans le bain a été changée pour une solution sans calcium afin d’obtenir le diamètre 
maximal passif de l’artère. Les résultats sont exprimés en pourcentage de dilatation 
maximale et représentés en graphiques de courbes débit-réponse. 
 
3.5.6 Utilisation d’inhibiteurs 
3.5.6.1 Étude #1 
Dans l’étude #1, nous avons déterminé l’implication du H2O2 et son mécanisme 
d’action dans la vasodilatation cérébrale induite par l’augmentation de débit. L’utilisation 
de différents inhibiteurs nous a permis de déterminer la cascade d’événements menant à la 
dilatation. Nous avons utilisé : (1) la PEG-Catalase (PEG-CAT, 100U/mL), qui est la 
forme liposoluble de la catalase permettant de dégrader le H2O2 en eau et en oxygène; (2) 
le 2-Phenyl-4,4,5,5-tetramethyl-imidazoline-1-oxyl 3-oxide (PTIO, 100µmol/L), un 
piégeur du NO; (3) le pyruvate (PYR, 3 mmol/L), un piégeur des peroxydes et du 
peroxynitrite; (4) l’1H-[1,2,4]Oxadiazolo-[4,3a]quinoxalin-1-one (ODQ, 10 µmol/L), un 
inhibiteur de la guanylate cyclase soluble; (5) la tétrahydrobioptérine (BH4, 1 mmol/L), un 
cofacteur essentiel de la eNOS; (6) le diéthyldithiocarbamate d’argent (DETC, 1 
mmol/L), un chélateur de cuivre utilisé dans nos études en tant qu’inhibiteur indirect de la 
SOD; (7) l’apocynine (APO, 10 !mol/L), un inhibiteur de la NADPH oxydase; (8) la 
triciribine (TB, 1 !mol/L (Shein et al. 2007)), un inhibiteur de la protéine Akt; (9) le DT-
3 (25 nmol/L), un inhibiteur perméable de la protéine kinase G (PKG) (Dostmann et al. 
2000); (10) la L-arginine ( 5 mmol/L), précurseur de NO; (11) le detaNONOate (0.1 
!mol/L), un donneur du monoxyde d’azote (NO) ainsi que de différentes combinaisons de 
ces composés.  
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3.5.6.2 Études #2 et #3 
 Afin de déterminer l'implication de la COX et/ou de la eNOS dans la 
vasodilatation des artères cérébrales de la souris, nous avons eu recours à certains 
inhibiteurs tels que : un inhibiteur de la NOS, le n-nitro-L-arginine (L-NNA, 10 !mol/L); 
un inhibiteur de la formation des prostanoïdes endogènes, l'indométhacine (INDO, 10 
µmol/L) et un inhibiteur de la thromboxane synthase, le furegrelate (FUR, 10!mol/L). 
Toutes les drogues utilisées dans les études #1, #2 et #3 ont été préparées dans l'eau 
doublement distillée sauf pour l'INDO qui a été préparé dans l'éthanol ainsi que le DETC 
et l’ODQ qui ont été dissous dans le DMSO. L'ACh, le BH4, l'INDO, le L-NNA, l'ODQ, 
le DETC, la PEG-catalase, le PTIO, le PYR, l’APO, L-arginine, le detaNONOate et la PE 
proviennent de chez Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, Ontario, Canada). Le DT-3 et 
la TB proviennent de chez Calbiochem EMD Chemicals Inc. (San Diego, CA, USA). 
Toutes les drogues ont été ajoutées directement dans le bain de l'artériographe (du côté 
extraluminal) 30 minutes avant le début des expériences et la concentration finale 
d'éthanol ou de DMSO dans le bain n'a pas excédé 0.01%. 
 
3.6 Études de fluorescence 
 J’ai développé une méthode permettant de mesurer le diamètre et de quantifier, 
de façon simultanée, la libération de H2O2 ou de NO suite à une stimulation (ACh ou 
débit) sur des artères isolées pressurisées en utilisant des marqueurs fluorescents sensibles 
au H2O2 ou au NO. Les prochains paragraphes expliqueront le principe de la méthode 
ainsi que les détails du protocole utilisé. 
 
3.6.1 Principe de la fluorescence 
Le système utilisé comprend une caméra vidéo et un tube photomultiplicateur 
(PMT), ce qui permet d’enregistrer simultanément la fluorescence et la dilatation 
vasculaire (Ionoptix, Milton, MA, USA). Ces deux composants sont reliés au microscope 
inversé sur lequel on peut fixer l’artériographe. Le microscope est aussi relié au système 
«HyperSwitch» (voir Figure 15) (Ionoptix, Milton, MA, USA) qui permet de filtrer la 
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lumière à la longueur d'onde désirée. C’est avec ces longueurs d’onde que nous pourrons 
exciter le marqueur fluorescent avec lequel nous avons chargé l’artère. Au fur et à mesure 
que nous allons exciter le marqueur fluorescent chargé dans le vaisseau, le PMT pourra 
recueillir la lumière émise par le marqueur. Un filtre localisé derrière l'objectif élimine 
tout rayonnement ultra-violet restant qui pourrait endommager les yeux de l'observateur. 
Tous ces systèmes sont reliés à un ordinateur qui permet d’acquérir simultanément la 
dilatation, la pression et la fluorescence. On obtient ainsi une analyse de façon semi-
quantitative. 
Dans les études #1 et #2 nous avons utilisé deux marqueurs fluorescents, le 5-
(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluoresceine diacetate acétyl ester 
CMH2DCFDA et le diaminofluoresceine –2 diacetate (DAF-2).  Le CMH2DCFDA est un 
indicateur des ROS alors que le DAF-2 réagit avec le NO. Les deux composés ne sont pas 
fluorescents à la base mais perméables aux membranes cellulaires. Une fois à l’intérieur 
de la cellule, le groupe «diacetate» est hydrolysé par des estérases cytosoliques. Les 
composés deviennent alors non perméables et restent à l’intérieur de la cellule. Une fois 
liés (au H2O2 ou au NO), les composés sont fluorescents. Lorsqu’ils sont excités à une 
longueur d'onde de 415-420 nm, les composés émettent de la fluorescence à une longueur 
d'onde de 520 nm. 
 
3.6.2 Protocole des études de fluorescence 
 Les artères ont été isolées à partir de cerveaux de souris WT ou ATX tel 
que précédemment décrit. Les artères ont été montées et pressurisées à 60 mmHg sur un 
artériographe dans une solution de PSS oxygénée et maintenue à 37°C (pH 7.4). Le 
CMH2DCFDA (5 µmol/L), qui réagit en présence de H2O2 (Chaytor et al. 2003; Hatoum 
et al. 2006; Drouin et al. 2007), ou le DAF-2 (10 µmol/L), qui réagit en présence de NO 
(Sylvester et al. 2002; Drouin et al. 2007), a été ajouté du côté extraluminal de l'artère 30 
minutes avant le début de chaque expérience. 
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Les vaisseaux ont été lavés trois fois avec du PSS, contractés avec la PE (10 µmol/L) et 
soumis à une augmentation de la concentration d'ACh (10 µmol/L) ou à une augmentation 
constante de débit (0 à 10 !l/min), en mesurant simultanément le diamètre et les 
variations d'intensité de la fluorescence émise par la dichlorofluorescéine contenue dans 
les cellules. Avant chaque expérience, l'état basal de fluorescence a été enregistré et les 
résultats représentent la différence de fluorescence entre l'artère stimulée à l'ACh ou au 
débit et l'état basal de cette même artère au début de l'expérience. Le CMH2DCFDA 
provient de Molecular Probe (Eugene, OR, U.S.A.) et le DAF-2 de Calbiochem (San 
Diego, CA, U.S.A.). Les agents ont été préparés dans le DMSO le jour même et avec une 
concentration finale de DMSO dans le bain de l’artériographe inférieure à 0,01%. 
 
3.7 Études de stress oxydatif 
Dans les études #2 et #3, nous avons effectué des traitements avec la catéchine. 
Afin de confirmer la nature antioxydante du traitement, un marquage avec le 
dihydroethidium (DHE ; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), un marqueur 
fluorescent de l’anion superoxyde (O2-) a été réalisé. Les prochains paragraphes décriront 
les procédures effectuées et les principes de cette méthode.  
3.7.1 Préparation des tissus 
Les aortes de souris WT ou ATX âgées de 3, 6 ou 12 mois ont été prélevées et 
délicatement nettoyées des tissus et corps graisseux environnants. Un segment de l’aorte 
thoracique a été fixé avec du «Optimal Cutting Temperature compound» (OCT) et 
immédiatement congelé à - 80°C. Des coupes aortiques de 20 !m d’épaisseur ont été 
effectuées à l’aide d’un «Cryostat» et immédiatement placées sur des lames histologiques 
chargées positivement (Fisher Scientific, Ottawa, Ontario, Canada). 
3.7.2 Protocole utilisé pour le marquage de l’anion superoxide 
 Des marquages au DHE ont été effectués tel que décrit précédemment (Lauzier 
et al. 2007). Suite à une fixation des coupes à l’acétone pendant 10 minutes, les coupes 
ont été incubées durant 15 minutes avec une solution de DHE (5 !mol/L), un marqueur de 
l’anion superoxyde, et de To-Pro-3 iodide (2 !mol/L, Molecular Probes, Eugene, Oregon, 
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USA), un marqueur des acides nucléiques. Cette étape a été suivie de 3 lavages dans du 
PBS de la composition suivante : 136.8 mmol/L de NaCl, 8 mmol/L de Na2HPO4, 2.7 
mmol/L de KCL, 1.5 mmol/L KH2PO4 (pH de 7.4). Les intensités de fluorescence du 
DHE et du To-Pro-3 ont été lues par microscopie confocale (&ex : 510 nm et &em : 590 nm 
pour le DHE; &ex : 642 nm et &em : 661 nm pour le To-Pro-3). Les images ont été prises 
avec un objectif de 40X et analysées avec le logiciel Image J afin de quantifier la 
fluorescence moyenne à l’intérieur des noyaux. Les résultats sont exprimés en moyennes 
de fluorescence de trois segments d’aorte pour chaque animal. 
3.8 Études de débit sanguin cérébral 
Le laser Doppler est utilisé depuis 1977 pour l’étude de la microcirculation de 
nombreux organes. Il permet par une méthode non invasive, la mesure en continu de la 
perfusion de la microcirculation. Nous l’avons utilisé pour l’étude du débit sanguin 
cérébral dans l’étude #3. Les prochains paragraphes discuteront du principe du laser 
Doppler ainsi que du protocole utilisé. 
3.8.1 Principe du laser Doppler  
Le laser Doppler est une technique optique fondée sur la mesure du décalage entre 
les fréquences de faisceaux laser éclairant des particules entraînées par un fluide. Ainsi, 
en mesurant la vitesse des particules dans le fluide, on peut connaître la vitesse du fluide. 
Comme son nom l'indique, il fonctionne sur le principe de l'effet Doppler. En fonction de 
la vitesse des particules se trouvant dans le fluide, la lumière diffusée par celles-ci n'aura 
pas la même longueur d'onde. Lorsque le faisceau incident rencontre une structure 
immobile, sa direction est modifiée, mais pas sa longueur d’onde. En revanche, lorsqu’il 
rencontre une particule mobile, il est réfléchi avec une modification de longueur d’onde 
proportionnelle à la vitesse de la particule heurtée. La lumière réfléchie par les cellules 
fixes et les cellules mobiles est recueillie par des fibres optiques distinctes, puis transmise 
pour analyse par un ordinateur. 
Le groupe du Dr. Faraci utilise une autre technique soit la «video microscopy». 
Grâce à cette technique, ils sont capables de mesurer d’une façon simultanée 
l’augmentation de débit sanguin cérébral et le diamètre de l’artère. De plus, par cette 
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technique, qui consiste à enlever une petite partie de la boite crânienne afin d’exposer les 
artères parenchymateuses, il est possible de regarder en temps réel l’augmentation de 
diamètre du vaisseau et du débit sanguin dans une seule et même artère de plus petit 
diamètre que la technique de l’artériographe nous le permet. De plus, l’artère reste dans 
son environnement, moins d’erreurs induites par la manipulation sont présentes. 
Toutefois, même si cette méthode aurait été idéale pour nos études, nous ne possédons pas 
le matériel nécessaire. Or, une méthode de laser doppler (voir description ci-dessous) a été 
effectué en parallèle aux études de réactivité.  
3.8.2 Protocole des études de débit sanguin cérébral 
 Cette méthode a été effectuée en collaboration avec le laboratoire du Dr. Édith 
Hamel (Nicolakakis et al. 2008). Les souris ont été anesthésiées avec une combinaison 
(50:50) de Kétamine (200 !g/kg, i.p, Bioniche, Belleville, Ontario, Canada) et de 
Xylazine (40!g/kg, i.p, Bayer, Toronto, Ontario, Canada). Les souris ont été immobilisées 
sur un montage stéréotaxique et l’os de la cavité crânienne au-dessus du cortex pariétal a 
été aminci à l’aide d’une roulette dentaire jusqu’à l’obtention d’une certaine translucidité. 
La température corporelle a été maintenue à 37°C à l’aide d’un bloc chauffant, toutefois, 
la pression partielle sanguine en oxygène (PO2) et en dioxyde de carbone (PCO2) n’a pas 
été enregistrée. Les changements de débit sanguin cérébraux ont été enregistrés 
(Transonic Systems) avant, durant et après la stimulation des moustaches (20 secondes 
avec une fréquence de 8–10 Hz) du côté opposé. L’expérience de stimulation a été répétée 
4 à 6 fois par souris avec des intervalles de 30 à 45 secondes. Les valeurs représentent la 
moyenne des stimulations pour chaque souris. Les changements de débit sanguin 
cérébraux sont exprimés en pourcentage d’augmentation par rapport à la valeur de base. 
  
3.9 Études de comportement  
Plusieurs types d’expériences peuvent être effectuées afin de déterminer la capacité 
d’apprentissage et de la mémoire. Dans l’étude #3, nous avons utilisé celle du «Morris 
Water Maze (MWM)». Le MWM est utilisé afin de déterminer la capacité 
d’apprentissage dépendante de l’hippocampe incluant la mémoire spatiale, la mémoire à 
long terme et la mémoire spatiale à long terme. Ce test est aussi utilisé afin de déterminer 
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la capacité d’apprentissage. L’avantage du MWM par rapport aux autres tests est qu’il est 
impossible pour l’animal lors du MWM d’avoir recours à des indices locaux tels que 
l’odorat ou encore suivre la trace d’un autre animal. De plus, l’animal doit vite faire des 
progrès s’il veut s’en sortir rapidement. Comme les souris ont l’instinct naturel de nager, 
cela ne cause pas de détresse à l’animal. Cependant, les souris n’étant pas confortables 
dans l'eau, elles sont très motivées à sortir de l’eau le plus rapidement possible. Cette 
méthode à tout de même des limitations puisque quelques souris ont tendance à se laisser 
flotter et à attendre que l’on vienne les chercher. Les prochains paragraphes concerneront 
la méthode du MWM. 
3.9.1 Principe du Water maze  
Une souris est placée dans une petite piscine d’eau, d’un diamètre de 4 à 6 pi et de 
2 pi de profondeur. La piscine contient une plate-forme cachée par seulement quelques 
millimètres d’eau. Des repères visuels, tels que des formes colorées, sont placés sur les 
rebords de la piscine, dans le champ visuel de l’animal. Une fois relâchée dans la piscine, 
la souris nage et tente de trouver la plate-forme afin de sortir. Plusieurs paramètres sont 
enregistrés, tels que le temps requis et la distance parcourue pour trouver la plate-forme. 
Comme la plate-forme est toujours au même endroit, la souris trouve la plate-forme de 
plus en plus rapidement au cours des différents essais. Cette amélioration de la 
performance survient car la souris a appris où la plate-forme se cache et, avec les repères, 
est capable de la trouver plus rapidement à partir de n’importe quel point dans la piscine. 
 
3.9.2 Protocole effectué 
 Tel que précédemment décrit (Nicolakakis et al. 2008), six jours d’études 
consécutifs sont nécessaires pour effectuer ce protocole. Chaque jour, les expériences 
doivent être effectuées à la même heure de la journée. Quotidiennement, chaque souris est 
soumise à 4 essais dans la piscine. À chaque essai, la souris est déposée à différents 
endroits dans la piscine. Le temps, la distance, le temps passé dans chaque quadrant ainsi 
que le chemin parcouru sont enregistrés par une caméra vidéo placée au dessus de la 
piscine. Afin de rendre inconfortable les souris et de les motiver à trouver la sortie, la 
température de l’eau est maintenue à 19°C. Dans cette étude, les souris utilisées étaient de 
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couleur brune ou noire, et un peu de lait en poudre a été ajouté dans l’eau de la piscine 
afin de créer le contraste nécessaire pour que la vidéo puisse récolter les données. La 
façon classique de déterminer la capacité de mémoire est de calculer la latence, soit le 
temps nécessaire à la souris pour trouver la plate-forme. Au sixième jour, des tests de 
références sont effectués. Le premier test consiste en une référence positive où la plate-
forme est visible pour l’animal et donc plus facile à trouver. Le deuxième test consiste en 
un contrôle négatif, où la plate-forme n’est pas dans la piscine. Si la souris a vraiment 
appris son emplacement, elle ira tout de suite nager à l’emplacement habituel de la plate-
forme. 
 
3.10 Analyses de l’expression des protéines par Western blot 
 Dans les études #2 et #3, nous avons observé des changements d’expression de 
protéines impliquées dans la dilatation. Nous avons préalablement isolé les vaisseaux 
sanguins à partir des cerveaux récoltés et nous en avons extrait les protéines. Les 
prochains paragraphes décrivent cette méthode. 
3.10.1 Isolation des vaisseaux cérébraux 
Cette technique d’isolation a été inspirée d’un article publié en 2004 (Li et al. 
2004). Deux cerveaux de souris du même groupe ont été combinés et homogénéisés avec 
un instrument de type «Potter» dans du PBS 0.01 M (pH 7.4) froid. L’homogénat a 
ensuite été centrifugé à une vitesse de 3,500 rpm durant 5 minutes à une température de 
4°C. Le surnageant à été jetté et le culot à été resuspendu dans du PBS puis centrifugé. 
Des lavages ont été répétés trois ou quatre fois, jusqu’à l’obtention d’un culot dépourvu 
de sang. Puis, le culot a ensuite été resuspendu dans du PBS et délicatement étendu sur 
une solution de dextran 15% (ayant une masse moléculaire de 43 kDa) dans un tube de 
centrifugation. Le tout a été centrifugé à une vitesse de 5,000 rpm durant 30 minutes, à 
une température de 4°C, afin de séparer les couches par un gradient de concentration. Le 
culot, contenant les vaisseaux d'intérêt, a été recueilli à travers une mèche de nylon ayant 
des pores de 50 !m. Les vaisseaux isolés sur la mèche contenaient un mélange d’artères, 
d’artérioles, de capillaires, de veinules et de veines.  
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3.10.2 Extraction des protéines 
 Les protéines ont été extraites à partir des vaisseaux recueillis sur la mèche. Le 
culot contenant les vaisseaux a été récupéré et resuspendu pour 30 minutes à 4 °C dans un 
tampon de lyse de composition suivante: 50 mmol/L de Tris-HCl, 20 mmol/L de #-
glycérophosphate, 20 mmol/L de NaF, 5 mmol/L d'EDTA, 10 mmol/L d'EGTA, 1 
mmol/L de Na3VO4, 10 mmol/L de benzamidine, 5 mmol/L de dithiothréitol (DTT), 0.5 
mmol/L de PMSF, 10 mg/ml de leupeptine, 1 mmol/L de microcystine LR, and 1% (v/v) 
de Triton X-100. Les échantillons ont été soumis à un choc mécanique puis thermique 
(gelés dans l'azote liquide puis chauffés à 37 °C durant 30 secondes). Cette étape a été 
répétée 3 fois pour chacune des conditions. Les échantillons ont été ensuite centrifugés 
durant 10 minutes à une vitesse de 13,000 rpm à une température de 4 °C. Le surnageant 
contenant les protéines a été récupéré. Afin de déterminer la concentration en protéines de 
nos échantillons, une courbe standard (12 points) de la densité optique en fonction de 
différentes concentrations connues de la protéine "-globuline, a été construite (0-25 
µg/ml). Le dosage en teneur protéique des échantillons a été réalisé par la méthode de 
Bradford et les protéines ont été congelées à -80°C  pour une utilisation ultérieure.  
 
3.10.3 Expression des protéines (Western blot) 
 Les niveaux d’expression de la protéine NOS endothéliale (eNOS), neuronal 
(nNOS) et inductible (iNOS), de la cyclo-oxygénase de type 1 et 2 (COX-1 et COX-2), 
superoxyde dismutase de type manganèse (Mn-SOD) ainsi que de la sous-unité p22 de la 
NADPH oxydase (p22phox) ont été déterminés dans le lysat cellulaire en utilisant 
respectivement les anticorps suivants : anti-eNOS (1: 250, BD Transduction Laboratories, 
Franklin Lakes, NJ, USA), anti-nNOS (1: 200, Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA), anti-
iNOS (1: 1000, Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA;), anti-COX-1 (1: 250, Cayman 
Chemical, Arbor, MI, USA), anti-COX-2 (1: 1000, Cayman Chemical, Arbor, MI, USA), 
anti-Mn-SOD (1: 1000, Stressgen, Ann Arbor, Michigan, USA), anti- p22phox (1: 200, 
Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA). 50 µg de protéines ont été solubilisées dans un 
tampon Laemli contenant 0.1% (v/v) de #-mercaptoéthanol. Les échantillons ont été 
déposés sur un mini gel SDS-PAGE contenant 10% d’acrylamide. Après avoir migré (45 
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min, 200 mA), les protéines ont été transférées (100 V, 4°C pendant 90 min) sur une 
membrane de nitrocellulose (0,2 µm) dans un tampon de transfert contenant 25 mmol/L 
de Tris-HCl, 200 mmol/L de glycine et 5% de méthanol. La membrane a ensuite été 
bloquée pendant 2 heures dans une solution de blocage [5% (w/v) de lait en poudre 
(Carnation) dissout dans 25 mmol/L de Tris (pH = 7.5 à 20°C), 150 mmol/L de NaCl 
(TBS) et 0.05% (v/v) de tween-20 (TBST)] puis incubée en présence du premier anticorps 
pendant 16 heures à 4°C dans une solution de TBST contenant 5% de BSA (Sigma-
Aldrich Canada Ltd., Oakville, Ontario, Canada) ou de lait en poudre, selon les 
recommandations de la compagnie. Après trois lavages avec le TBST (10 min chacun), la 
membrane a été bloquée de nouveau durant 10 min avec le TBST contenant 5 % de lait en 
poudre. Le second anticorps [(conjugué à l’enzyme Horseradish peroxidase (Hrp)] 
(Jackson laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) a été ajouté à la solution de blocage à une 
dilution de 1: 100 000 pendant 2 heures supplémentaires, à la température de la pièce. La 
chemiluminescence du second anticorps a été détectée en utilisant le ECL comme substrat 
et visualisée sur un film BioMax ML (Kodak).  
 Afin de pouvoir quantifier la quantité de protéines exprimées, nous avons 
utilisé la même technique avec un gène rapporteur, le GAPDH, qui est présent dans toutes 
les cellules endothéliales. Les anticorps utilisés précédemment ont été lavés de la 
membrane en lavant celle-ci deux fois pendant 15 minutes à la température de la pièce 
avec du NaOH 0,2 N (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Ontario, Canada). La 
membrane a ensuite été bloquée avec la solution de blocage et incubée avec le premier 
anticorps dirigé contre la protéine GAPDH (Ambion, Austin, TX, USA) à une dilution de 
1 :100 000, puis lavée et incubée avec le second anticorps (conjugué à l'enzyme Hrp, 
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA), tel que décrit précédemment. 
 
3.11 Calculs et statistiques 
Pour toutes les études effectuées, la lettre «n» fait référence au nombre de souris 
utilisées pour chacun des protocoles. Les valeurs expriment la moyenne ± SEM. Les 
variations de diamètre sont exprimées en pourcentage du diamètre maximal (% Dmax) 
selon l’équation suivante : ((Dv-Dmin)/ (Dmax-Dmin))*100 ; où Dv= le diamètre qui varie en 
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fonction de l’agoniste ou du débit, Dmin= le diamètre minimal obtenu lors de la pré-
constriction et le Dmax= le diamètre maximal obtenu dans une solution sans calcium. Le 
tonus myogénique est exprimé en % du Dmax et calculé selon l’équation suivante : ((Dav-
Dap)/Dmax)*100, où Dav= le diamètre avant la période d’équilibration, Dap= le diamètre 
après l’équilibration et Dmax= le diamètre maximal. Les analyses statistiques utilisées pour 
la comparaison des différentes données sont détaillées dans la section "Statistical 
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Flow-induced dilation is mediated by Akt-dependent activation 










Université de Montréal, Department of Surgery, Institut de Cardiologie de Montréal, 




Dr. Eric Thorin, Institut de Cardiologie de Montréal, centre de recherche, 5000, rue 





This work has been supported in part by the Foundation of Montreal Heart Institute, the 
Heart and Stroke Foundation of Quebec and the Canadian Institute for Health Research 
(MOP87388). A. Drouin holds the Frederick Banting and Charles Best Canada Graduate 
Scholarships - Doctoral Award in association with the Canadian Institute for Health 
Research. 
 120 
Flow-induced dilation is mediated by Akt-dependent activation of 
eNOS-derived H2O2 in mouse cerebral arteries 
 
 





List: Number of table: 1 







Key words: Endothelium, nitric oxide, resistance arteries, oxygen radicals.
 121 
Purpose. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) produces superoxide under 
physiological conditions leading to H2O2-dependent dilations to acetylcholine in isolated 
mouse cerebral arteries. The purpose of this study was to investigate whether H2O2 was 
involved in flow-mediated dilation (FMD). Methods. Cerebral arteries were isolated from 
12±2 week-old C57Bl/6 male mice. FMD (0 to 10 !l/min, 2-!l step-increase at constant 
internal pressure) were induced in vessels pre-constricted with phenylephrine (30 !M). 
Simultaneously to diameter acquisition, H2O2 or NO production was detected by the 
fluorescent dyes CMH2CFDA or DAF-2, respectively. Results are expressed as 
mean±SEM of n = 6 to 8 mice. Results. FMD (at 10 !l/min, 25±3% of maximal diameter) 
were prevented (P<0.05) by endothelium removal (6±1%) or eNOS inhibition with N-
nitro-L-arginine (L-NNA; 11±1%), but not by the specific NO scavenger 2-phenyl-
4,4,5,5-tetramethyl-imidazoline-1-oxyl3-oxide (PTIO; 24±3%). Addition of PEG-catalase 
and silver diethyldithio-carbamate (DETC; superoxide dismutase inhibitor) reduced 
(P<0.05) FMD to 10±2% and 15±1%, respectively. Simultaneously to FMD, H2O2-
associated rise in fluorescence (+133±19 a.u.) was prevented by L-NNA, PEG-catalase 
and DETC (+55±10, +64±4 and +50±10 a.u., respectively; P<0.05). Inhibition of FMD by 
PEG-catalase was fully restored by the addition of tetrahydrobiopterin, a cofactor of 
eNOS (23±3%); this functional reversal in dilation was associated with the simultaneous 
increase in NO-associated fluorescence (+418±58 a.u., P<0.05), which was prevented by 
PTIO (+93±26 a.u.). Akt-inhibition with triciribine prevented FMD and H2O2-associated 
rise in fluorescence (3±1% and +23±4 a.u., respectively, P<0.05), but not ACh-induced 
dilation. Conclusion. In healthy C57Bl/6 mouse cerebral arteries, Akt-dependent 
activation of eNOS-derived H2O2 mediates flow-dependent dilation. 
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Introduction 
Shear stress is one of the most important physiological stimuli for vasodilation and is 
greatly implicated in the regulation of vascular tone and vascular homeostasis by 
contributing to the maintenance of organ perfusion and vascular integrity 1,2. Several 
studies have evaluated the implication of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and 
cyclo-oxygenase (COX) derivatives in flow-mediated dilation (FMD) 3-6. However, the 
implication of each endothelium-dependent relaxing factor (EDRF) varies among vascular 
beds and pathological states 3,7-11.   
The release of superoxide (O2•-) has been reported during FMD both in peripheral 12,13 
and cerebral arteries 14,15. Although an increase in ROS is traditionally considered as a 
pathological response, recent investigations show that ROS are implicated in the 
regulation of vascular function 12, 16-18. It is unclear however, if this concept applies to the 
physiological regulation of vascular tone and FMD. In a recent study, our group showed 
that hydrogen peroxide (H2O2) is an EDRF produced by eNOS activity following 
muscarinic receptor stimulation 19. H2O2 was also reported to induce endothelium-
dependent and independent dilation in healthy rat cerebral arteries 18 and identified as an 
EDRF in FMD of human coronary arteries 1. These results led to the hypothesis that H2O2 
could be physiologically implicated in the regulation of cerebral arteries.  
 The origin of O2•- that leads to the physiological formation of H2O2 is still unsettled. 
eNOS, however, is able to generate O2•- during enzymatic cycling 20,21. The eNOS-
dependent generation of O2•- is nonetheless proposed to be functionally significant only in 
pathological conditions and related to the limited availability of L-arginine, the substrate 
of eNOS, as well as of its essential cofactor tetrahydrobiopterin (BH4) 22,23. In a recent 
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study, Shimokawa’s group suggested that the NOSs system has diverse vasodilator 
functions depending on the vessel size leading to superoxide production rather than NO in 
small vessels 24. There is therefore a need for determining the physiological role of eNOS 
derived H2O2 in FMD in cerebral arteries. 
We hypothesized that eNOS produces physiologically relevant levels of free radicals 
leading to H2O2-dependent FMD in healthy mouse cerebral arteries. 
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Materials and methods 
Animals and tissues preparation. The procedures and protocols were performed in 
accordance with our institutional guidelines and the Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals of Canada. Experiments were conducted on cerebral arteries isolated 
from 3 month-old male C57BL/6 mice (29±1 g, n = 66; Charles River Laboratories, 
Quebec, Canada) using a method previously described 19. Mice were euthanized by CO2 
inhalation and the brain was rapidly removed and placed in ice-cold physiological salt 
solution (PSS) of the following composition (mmol/L): NaCl 130, KCl 4.7, CaCl2 1.6, 
MgSO4 1.17, NaHCO3 14.9, KH2PO4 1.18, EDTA 0.026, glucose 10. In all experiments, 
the PSS was oxygenated by a gas mixture containing 12% O2, 5% CO2 and 83% N2 
generating a pO2 of 150±10 mm Hg. Cerebral arteries (anterior, posterior and posterior 
communicating; internal diameter of 136±2 µm when pressurized at 60 mm Hg) were 
carefully isolated, cannulated at both ends and pressurized at 60 mm Hg on a pressure 
myograph (Living Systems Instrumentation, Burlington, USA).  
 
Reactivity studies. An equilibration period of 40 min was allowed before starting the 
experiment and the resulting myogenic tone was measured ((Dafter - Dbefore)/Dmax)*100, 
where Dbefore is the diameter before equilibration, Dafter is the diameter after equilibration 
time and Dmax is the maximal diameter obtained in Ca2+-free solution. Similar levels of 
pre-constrictions with phenylephrine (PE; 10 to 30 µmol/L; table 1) were obtained before 
each experiment. FMD was induced using a flow control peristaltic pump (Living 
Systems Instrumentation, Burlington, USA) directly connected to the pressured 
myograph. A single cumulative FMD curve (0 to 10 !l/min, 2-!l step-increase at constant 
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internal pressure) was performed on each segment. Two minutes were allowed for each 2-
!l step-increase. Shear stress was calculated using the following equation: t = 4$Q/%r3 
where t is the shear stress (dyn/cm2), $ the viscosity (0.8 cp 5), Q is the flow rate through 
the lumen and r is the inside radius. In this study, the calculated shear stress was 
comparable to the physiological value of shear stress in arterioles of this size 25. 
We used 1) PEG-catalase (50 and 100 U/mL), 2) N! -nitro-L-arginine (L-NNA; 10 
µmol/L), an eNOS inhibitor, 3) pyruvate (3 mmol/L), a H2O2 scavanger 26, 4) silver 
diethyldithiocarbamate (DETC; 1 mmol/L), a superoxide dismutase (SOD) inhibitor, 5) 2-
phenyl-4,4,5,5-tetramethyl-imidazoline-1-oxyl 3-oxide (PTIO; 100 !mol/L), a NO 
scavanger, 6) indomethacin (10 !mol/L), a non specific COX inhibitor, 7) 1H-[1,2,4]-
oxadiazole-4,3-aquinoxalin-1-one (ODQ; 10 !mol/L), a soluble guanylate cyclase 
inhibitior, 8) triciribine (TB; 1 !mol/L 27), an Akt protein inhibitor, 9) DT-3 (25 nmol/L), 
a cell-permeant G protein kinase (PKG) inhibitor 28, 10) tetrahydrobiopterin (BH4; 1 
mmol/L), 11) apocynin (10 !mol/L), a NAD(P)H oxidaes inhibitor, 12) L-arginine ( 5 
mmol/L) and 13) detaNONOate (0.1 !mol/L), a NO donor. Acetylcholine (ACh; 30 
!mol/L) and hydrogen peroxide (H2O2; 10 !mol/L) were also used to induce dilation. All 
drugs were purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, Ontario, Canada), 
except for triciribine and DT-3, which were purchased from Calbiochem EMD Chemicals 
Inc. (San Diego, CA, USA). All drugs were directly added to the bath chamber (extra-
luminal) and the final concentration of ethanol or DMSO never exceeded 0.01%. 
 
Fluorescence studies. Pressurized cerebral arteries were incubated in oxygenated PSS 
(37°C) containing either 5 !mol/L of 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-
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dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester (DCF-DA, a ROS-reacting fluorescent 
dye; Molecular Probe, OR, U.S.A. 19,29,30) or 10 !mol/L of 4,5-diaminofluorescein 
diacetate (DAF-2, a NO-reacting fluorescent dye; Calbiochem, CA, U.S.A. 19,31) 30 min 
before the beginning of the experiment, with or without inhibitors. Vessels were then 
washed with PSS, pre-constricted with PE and dilated with flow (0 to 10 !l/min) or with a 
single dose of ACh (30 !mol/L) while recording simultaneously the changes in diameter 
and in fluorescence intensities of fluorescein retained intracellularly after cleavage of the 
acetate moieties. Fluorescence intensities at 492-495 nm (excitation) were measured at 
520 nm with an IonOptix Acquire system (IonOptix, MA, U.S.A.). Before each 
experiment, basal fluorescence intensity was recorded. Results represent differences 
between stimulated and basal intensity. 
 
Statistics. n refers to the number of animals used in each protocol. Continuous variables 
are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). The maximal diameter (Dmax) 
was determined by changing the PSS to a Ca2+-free PSS 19.  Dilations are expressed with 
the following equation: ((Df-Dmin)/(Dmax-Dmin))*100; were Df is the diameter obtain at 
each flow value and Dmin is the diameter of PE-induced constriction. One way ANOVA 
were performed to compare the effect of the different inhibitors on FMD curves and the 
increase in fluorescence intensity at a flow rate of 10 !l/min. Differences were considered 
to be statistically significant when the P-value was <0.05 (Scheffe's F test).  
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Results 
Implication of H2O2 and eNOS in FMD.  
Flow-mediated dilations of cerebral arteries were reduced by NOS inhibiton with L-NNA, 
(10 !mol/L) (figure 1A; table 1). The NO scavenger PTIO (100 µmol/L), however, had 
no impact on the dilation induced by flow (figure 1A; table 1). The cell permeable PEG-
catalase (50 and 100 U/ml) reduced FMD in a dose-dependent manner (figure 1; table 1). 
The likely involvement of H2O2 was further confirmed by the inhibitory effect of pyruvate 
(3 mmol/L), a H2O2 scavenger, and DETC (1 mmol/L), a SOD inhibitor (figure 1B; table 
1).  
To confirm these pharmacological data, H2O2 production was assessed in pressurized 
vessels after incorporation of the fluorescent ROS-reactive dye, DCF-DA 19,29,30. FMD 
was associated with an increase in fluorescence intensity: ROS-dependent signals (figure 
2 A and C) were abolished by L-NNA, PEG-catalase, DETC and pyruvate, demonstrating 
the specificity of the dye for H2O2 in our experimental conditions. Apocynin, a NAD(P)H 
oxidase inhibitor, neither reduced FMD (table 1) nor DCF-DA fluorescence (figure 2C). 
Nitric oxide production was assessed after incorporation of the fluorescent NO-reactive 
dye, DAF-2 19. FMD was not associated with an increase in fluorescence intensity, which 
was unaffected by the addition of PEG-catalase and DETC (figure 2 B and D). 
In contrast, addition of the NO donor detaNONOate (0.1 !mol/L) induced a potent 
dilation of 73±5% of Dmax and increased DAF-associated fluorescence by 959±47 a.u 
(n=4). These responses were reduced (P<0.05) by addition of PTIO (46±6% and 88±24 
a.u, respectively).  
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Effects of BH4 on eNOS activity and NO production.  
Addition of BH4 (1 mmol/L) did not alter FMD (figure 3 A; table 1) but led to the 
production of NO, as revealed by the appearance of a strong DAF-2-associated 
fluorescence that was prevented by PTIO and L-NNA (figure 2 B and D). While PTIO or 
PEG-catalase did not alter FMD in the presence of BH4 (table 1), the dilation to flow was 
prevented by combining PTIO and PEG-catalase (table 1). This was associated with a 
reduction in both NO- and H2O2-associated fluorescence from 418±58 and 571±94 a.u. to 
45±4 and 58±20 a.u., respectively (P<0.05).  
In contrast to BH4, L-arginine (5 mmol/L) neither affected FMD (10 !l/min; table 1) 
nor NO-associated fluorescence (26±4 a.u.). 
 
Vasodilator mechanism of action of H2O2.  
ODQ (1 !mol/L), an inhibitor of the sGC, reduced the dilation triggered by flow as 
efficiently as endothelial denudation (figure 3 B and 4; table 1). ODQ however, did not 
prevent H2O2-associated rise in fluorescence (figure 3 C). In the presence of BH4, ODQ 
still reduced FMD (figure 3 A). PKG inhibition with DT-3 reduced FMD, but not the 
H2O2-associated rise in fluorescence (figure 3 B and C).  
 
Endothelial regulation of FMD. 
FMD was strongly reduced by L-NNA, with no additive effects of indomethacin, 
suggesting no involvement of COX-derivatives during FMD of mouse cerebral arteries 
(figure 4). FMD and its associated increase in H2O2-fluorescence were abolished by Akt 
inhibition with TB (figure 5 A and C; table 1). In contrast, TB only limited ACh-induced 
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endothelium-dependent dilation (30 !mol/L), and its associated increase in H2O2-
fluorescence (figure 5 B and D).  
 
Impact of eNOS activity on myogenic tone.  
L-NNA, PEG-catalase, DETC and ODQ increased myogenic tone (MT), while Akt 
inhibition and PTIO had no effect (table 1). The rise in MT induced by L-NNA was 
prevented by COX-1/2 inhibition, suggesting that addition of L-NNA reveals a COX-
derived contracting factor (table 1).  
 
Exogenous H2O2 dilation. 
Exogenous H2O2 (10 !mol/L, n=4) induced a large dilation (65±4%). Addition of L-NNA 
or BH4 did not affect this response (60±6% and 52±7%, respectively). Addition of ODQ, 
however, prevented H2O2-induced dilation (6±2%).  
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Discussion 
The main finding of the present study is that FMD is mediated by H2O2 derived from 
eNOS activity in pressurized cerebral arteries isolated from young and healthy C57Bl/6 
mice. FMD was sensitive to eNOS inhibition and H2O2 scavengers, and associated with 
an increase in H2O2-associated fluorescence. In addition, Akt-dependent activation of 
eNOS is mandatory for FMD, unlike for ACh-induced dilation. These results support the 
concept that eNOS-derived H2O2 is a physiologically relevant signaling molecule in 
healthy mice. 
Endothelium removal abolished FMD in cerebral artery consistent with previous 
reports 5,7,13,32. Inhibition of eNOS by L-NNA limited the dilation similarly to H2O2 
scavengers, while PTIO, a NO scavenger, had no impact. These results strongly suggest 
that H2O2 originates from stimulated eNOS activity and is responsible for FMD in mouse 
cerebral arteries. This hypothesis is supported by the absence of H2O2-associated 
fluorescence in cerebral arteries incubated in the presence of L-NNA and PEG-catalase, 
and by the demonstration that FMD is not associated with an increase in NO-associated 
fluorescence. These data are in line with recent work showing that H2O2 is an important 
signaling molecule in cerebral 14 and peripheral 33 arteries.  
We 19 and others 1,34 previously reported that H2O2 is an EDRF derived from eNOS 
activity following acetylcholine-induced dilation of mouse arteries. It is known that eNOS 
is able to generate O2•- during enzymatic cycling 20,21. The eNOS-dependent generation of 
O2•- is proposed, however, to be only functionally significant in pathological conditions 
and related to the limited availability of eNOS cofactors 22,23. In this study, the addition of 
BH4, but not L-arginine, induced an increase in NO-associated fluorescence, but neither 
BH4 nor L-arginine had significant effect on the extent of FMD. This increase in NO-
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associated fluorescence intensity was blocked by PTIO and L-NNA, confirming that 
eNOS produces NO in the presence of an excess of BH4. The level of BH4 is significantly 
lower in the brain than in other mouse organs as previously reported by Heales’s group 35; 
this could be a reason for the preferential production of H2O2, but it remains to be 
demonstrated. The NAD(P)H oxidase is known to be a source of superoxide and H2O2 
during endothelium-dependent dilation of rat cerebral arteries 14. In our hands, apocynin 
failed to reduce FMD as well as the increase in H2O2-associate fluorescence, suggesting 
no involvement of the activity of the NAD(P)H oxidase in the H2O2-dependent dilation of 
mouse cerebral arteries. 
Our data, those of Rosenblum 15 and of Sobey’s group 14, demonstrate that free radicals 
are involved in the physiological regulation of the cerebrovascular tone. Free radicals, 
however, are commonly associated with endothelial dysfunction and cellular damages 
triggered by oxidative stress 34. Many physiological regulatory effects are mediated by 
H2O2 and other ROS that are chemically derived from superoxide 36. NAD(P)H, for 
example, is essential for the regeneration of GSH from GSSG, reactivation of H2O2-
inactivated catalase and regeneration of thioredoxin 37. It is therefore essential to maintain 
adequate levels of NAD(P)H as well as the normal function of these enzymes. Hence, 
controlled production of free radicals has a physiological meaning, while unregulated 
oxidative stress is deleterious. 
The fact that PTIO addition blocked the rise in NO-associated fluorescence following 
the addition of detaNONOate demonstrates the specificity of DAF-2 dye for NO, as 
previously discussed 19. DCF-DA is known to recognize all ROS species at high 
concentrations such as O2-, OH- and H2O2 with a greater specificity for ONOO- 38. DCF-
 132 
DA fluorescence signal was, however, abolished by PEG-catalase, pyruvate and DETC, 
but not PTIO (data not showed), demonstrating a greater selectivity of the dye for H2O2 
than NO or its derived reactive nitrogen species. Hence, in these healthy arteries, and in 
our experimental conditions, peroxynitrites are not produced.  
The mechanism of eNOS activation by flow is not fully understood. It has been 
proposed that Akt-dependent phosphorylation of eNOS is essential for NO production 14. 
Our study demonstrates that FMD is abolished by Akt inhibition and this was associated 
with a reduction in H2O2-associated fluorescence. Thus shear stress-dependent activation 
of Akt is responsible for eNOS activation. To support this hypothesis, we used another 
Akt inhibitor (LY294002). LY294002, however, is also a PI3-K inhibitor and reduced the 
pre-contraction induced by PE (data not shown), preventing its use. In contrast to flow, 
muscarinic receptor activation directly promotes eNOS activation without requiring Akt-
dependent activation. Importantly, neither the dilation nor H2O2-associated fluorescence 
was abolished by Akt inhibition following muscarinic receptor stimulation. Akt inhibition 
reduced nonetheless ACh-dependent dilation, suggesting that there is a basal level of Akt 
activity influencing eNOS cycling.  
Addition of ODQ to block the sGC, abrogated FMD without affecting H2O2-associated 
fluorescence. Furthermore, exogenous H2O2-induced dilation was unaffected by L-NNA 
or BH4, but prevented by ODQ, which is in agreement with our previous report 19. To 
further validate the involvement of the cGMP pathway in FMD, we used a PKG inhibitor. 
FMD dilation, but not H2O2 production, was abolished by DT-3, confirming the 
implication of cGMP in H2O2-dependent FMD. In the presence of BH4, FMD was also 
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abolished by ODQ, confirming that H2O2 shares with NO a similar vasodilator pathway 
18,39. 
FMD was not completely blocked by L-NNA, with no additive effects of 
indomethacin, suggesting the involvement of another EDRF. Previous studies 1,7 
suggested the role of an EDHF during FMD. This factor may account for the residual 
response obtained in the presence of L-NNA. It is also interesting that COX inhibition had 
no effect on FMD. This is another difference with ACh-induced endothelium dependent 
dilation of cerebral arteries where prostacyclin significantly contributes to this response 19. 
Like in our previous report 19, myogenic tone was increased by L-NNA but reduced by 
combining indomethacin, suggesting that in the absence of NO, a COX-derived 
contracting factor is produced or its effect revealed. We observed the same response in 
renal arteries 40, which suggests that both constrictors and dilators co-exist to regulate 
tone. In age and in the presence of risk factor for cardiovascular diseases, the expression 
of these contracting factors dominate as a consequence of a reduced NOS activity 41,42,43. 
In conclusion, our results suggest that flow triggers Akt-dependent eNOS activation 
leading to a dilation essentially induced by H2O2 in pressurized cerebral arteries isolated 
from healthy and young C57Bl/6 mice. Like NO, H2O2 activates the sGC. Our results 
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Figure 1. Flow-mediated endothelium-dependent dilations of C57Bl/6 mouse pressurized 
cerebral arteries: (A) effect of L-NNA (10 µmol/L), PEG-catalase (100 U/ml) and the NO 
scavenger PTIO (100 µmol/L). (B) Scavenging of H2O2 by pyruvate (3 mmol/L) or SOD 
inactivation by DETC (1 mmol/L). *: P<0.05 compared to control (“n” numbers are in 
Table 1).  
Figure 2. Representative changes in fluorescence intensities induced by flow (4, 6 and 8 
!l/min) in pressurized mouse cerebral arteries. Arteries were loaded with (A) DCF-DA (5 
µmol/L) before (control) and after incubation with PEG-catalase and (B) DAF-2 (10 
µmol/L) before (control) and after addition of BH4. (C) Average increases in fluorescence 
intensities of arteries loaded with DCF-DA or (D) DAF-2 during flow-mediated dilation 
(10 !l/min) (n = 3 to 5 per group). *: P<0.05 compared to control; †: P<0.05 compared to 
BH4. 
Figure 3. Effects of BH4 (1 mmol/L), a NOS cofactor, DT-3, a protein kinase G inhibitior 
(25 nmol/L), and ODQ, a soluble guanylate cyclase inhibitor (1 !mol/L), on (A and B) 
flow-mediated dilation, and (C) changes in fluorescence intensities induced by flow (10 
!l/min) in pressurized mouse cerebral arteries loaded with DCF-DA (5 µmol/L) (“n” 
numbers are reported in Table 1). *: P<0.05 compared to control. 
Figure 4. Effect of removal of the endothelium (-Endo), L-NNA (10 µmol/L) and 
addition of indomethacin (10 µmol/L) on flow-mediated dilations of pressurized cerebral 
arteries isolated from C57Bl/6 mice. (“n” numbers are reported in Table 1) *: P<0.05 
compared to control. 
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Figure 5. Effect of removal of the endothelium (-Endo) and triciribine, an inhibitor of Akt 
(TB; 1 µmol/L) on (A) FMD (10 !l/min) and (B) endothelium-dependent ACh-induced 
(30 !mol/L) dilation of pressurized cerebral arteries isolated from C57Bl/6 mice. Effect of 
TB on H2O2-associated rise in fluorescence induced by (C) FMD (10 !l/min), and (D) 
ACh (30 !mol/L). (“n” numbers are in Table 1). *: P<0.05 compared to control; †: 
P<0.05 compared to FMD. 
 142 
Table 1. Myogenic tone (MT), contraction with phenylephrine (PE; 10 or 30 !mol/L) and 
maximal dilation to FMD (10 !l/min) of cerebral arteries isolated from C57Bl/6 male 
mice. MT, PE and FMD are expressed as the percentage of the maximal diameter. 
 
Groups MT (%) PE (%) FMD (%) N 
Control conditions 8 ± 1 40 ± 2 25 ± 3 13 
+ L-NNA (10 !mol/L) 21 ± 4* 46 ± 5 11 ± 1* 12 
+ PEG-catalase (50 U/mL) 15 ± 3* 43 ± 3 16 ± 1* 12 
+ PEG-catalase (100 U/mL) 19 ± 7* 46 ± 3 10 ± 2* 3 
+ BH4 (1 mmol/L) 16 ± 3* 42 ± 4 28 ± 3 11 
+ L-arginine (5 !mol/L) 12 ± 8 49 ± 5 24 ± 1 6 
+ PTIO (100 !mol/L) 8 ± 2 40 ± 4 26 ± 2 8 
+ ODQ (1 !mol/L) 25 ± 12* 49 ± 4 4 ± 2* 4 
+ DT-3 (25 nmol/L) 7 ± 2 39 ± 6 11 ± 1* 3 
+ BH4 + PTIO 15 ± 4* 39 ± 7 20 ± 4 5 
+ BH4 + PEG-catalase 18 ± 5* 45 ± 5 26 ± 3 6 
+ BH4 + ODQ 12 ± 5 45 ± 4 7 ± 2* 5 
+ BH4 + L-NNA 17 ± 4* 44 ± 3 11 ± 2* 4 
+ BH4 +PTIO + PEG-catalase 21 ± 9* 47 ± 5 9 ± 2* 5 
+ Pyruvate (3 mmol/L) 8 ± 2 42 ± 3 15 ± 2* 6 
+ DETC (1 mmol/L) 15 ± 2* 47 ± 3 15 ± 1* 9 
+ L-NNA + indomethacin (10 !mol/L) 8 ± 3 36 ± 3 10 ± 3* 5 
+ PEG-catalase + PTIO 7 ± 2 39 ± 4 14 ± 3* 4 
+ Triciribine (TB; 1 !mol/L) 11 ± 3 45 ± 5 3 ± 1* 4 
+ Apocynin (10 !mol/L) 12 ± 5 45 ± 4 33 ± 4 4 
- Endothelium 12 ± 5 39 ± 9 6 ± 1* 5 
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ROS and thromboxane A2 impair cerebrovascular endothelial function in ageing 
atherosclerotic mice  
Annick Drouin, Marc-Antoine Gillis, Nathalie Thorin-Trescases, Louis Villeneuve and 
Eric Thorin 
 
Aims. Thromboxane (TXA2) is a potent pro-oxidant and pro-inflammatory endogenous 
vasoconstrictor, which contribution to the regulation of peripheral vascular tone increases 
with age. This contribution is potentiated in pro-atherogenic conditions, while that of 
eNOS is reduced. We hypothesized that the rise in oxidative stress associated with age 
and severe dyslipidemia extends the negative effects of TXA2 to the cerebral circulation. 
Methods and results. Three-m/o atherosclerotic (ATX: LDLR-/-ApoB+/+) mice were 
treated with the antioxidant polyphenol catechin (30 mg/kg/day) for 9 months. C57Bl/6 
(WT) mice were used as controls. Endothelium-dependent dilations (EDD) to 
acetylcholine (ACh) were recorded in isolated pressurized cerebral arteries. At 12-m/o, 
ATX mice developed systemic hypertension and aortic ROS and fatty streaks 
accumulated. The age-associated decrease in EDD in WT was accelerated in ATX. NOS 
inhibition (by L-NNA) reduced EDD in arteries from WT mice and from 3-m/o ATX, 
suggesting eNOS dysfunction in aged ATX mice. COX inhibition (by indomethacin; 
INDO) but not thromboxane synthase inhibition (by furegrelate; FUR) reduced EDD in 
arteries from 3-m/o WT. However, FUR and INDO improved EDD at 12-m/o in WT and 
in ATX mice, suggesting a progressive anti-dilatory role of TXA2 with age and 
dyslipidemia. Catechin reduced blood pressure, aortic ROS and plaque area and 
normalized ACh-induced EDD. In catechin-treated mice, L-NNA addition reduced EDD 
 152 
while FUR and INDO were inactive. This was accompanied by a reduction of 80% of 
serum level of TXB2. 
Conclusion. Age and oxidative stress reduce cerebral eNOS activity likely by stimulating 
TXA2 production and the associated functional damages to the cardiovascular system. 
 




Vascular endothelial dysfunction is a normal consequence of healthy ageing but it appears 
prematurely in chronic inflammatory diseases such as atherosclerosis, hypertension or 
following a stroke 1, 2. Endothelial dysfunction is characterized by an imbalance between 
endothelium-derived relaxing factors (EDRF)—nitric oxide (NO), prostacyclin and 
endothelium derived hyperpolarizing factors (EDHF)—and constricting factors (EDCF) 
such as thromboxane A2 (TXA2). The rise in reactive oxygen species (ROS) production 
associated with age and risk factors for cardiovascular diseases (CVD) leads to a 
reduction in NO synthesis and eNOS activity 3, 4. This has been clearly demonstrated in 
dyslipidaemic mice 5 and in hypertensive patients 6, in whom the loss of this dilatory 
stimulus on the arteries is consequently associated with a rise in constricting TXA2 7, 
partly compensated by the expression of dilatory EDHF 8. In hypertensive rats, aspirin 
reduces blood pressure and oxidative stress, possibly due to the reduction in TXA2 
production 9. In addition, we reported that both endogenous and exogenous TXA2 
increase ROS production in mouse arteries 10. Therefore, all these observations suggest 
that the rise in oxidative stress associated with risk factors for CVD inactivates NO and 
impairs eNOS function, promoting TXA2 production, which further contributes to the rise 
in ROS and endothelial dysfunction. 
In mouse cerebral arteries, eNOS, COX and EDHF are important regulators of 
tone in response to acetylcholine (ACh) and flow 11, 12. In these vessels, however, we 
demonstrated that eNOS stimulation leads to the production of vasodilatory H2O2 rather 
than NO 11, 12, as in other mouse and human arteries 13, 14. One would therefore expect that 
cerebral eNOS activity is highly sensitive to the redox environment. In agreement with 
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this hypothesis, a recent study demonstrates that sustained drinking of green tea, rich in 
anti-oxidant polyphenols, reduces the incidence of ischemic stroke 15. The link between a 
cerebral eNOS dysfunction, a rise in ROS and TXA2 has, however, not been defined. 
We therefore hypothesized that in the cerebral circulation and in a pro-oxydant 
environment, a loss of eNOS function is associated with an increased contribution of the 
thromboxane synthase activity, perpetuating the vicious circle of oxidative stress and 
worsening the endothelial dysfunction. To validate this hypothesis, chronic treatment with 
the antioxidant polyphenol catechin and acute TXA2 synthase inhibition were used on 
cerebral arteries of severely dyslipidaemic mice. The results support the concept that with 
dyslipidaemia and atherosclerosis, eNOS dysfunction mirrors the rise in thromboxane 
synthase activity, promoting cerebral endothelial dysfunction. 
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Materials and methods 
Animals and tissues preparation. The procedures and protocols were performed in 
accordance with our institutional guidelines and the National Institutes of Health (NIH) 
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. We used 3- and 12-month old (m/o) 
C57Bl/6 male mice (WT, 29±1 g and 46±3 g, respectively, n=20, Charles River 
Laboratories, St-Constant, Qc, Canada) and atherosclerotic mice (ATX, 25±1g and 39±2 
g respectively, n=20). ATX mice are knockout for the LDL receptor but express the 
human apolipoprotein B-100 gene (LDLR-/- hApoB+/+ 16) and were generously provided 
by Dr. Hobbs (University of Texas Southwestern, Dallas, TX, USA). An additional group 
of ATX mice received an antioxidant treatment during 9 months (from 3- to 12-m/o, n=20), 
i.e. catechin in the drinking water (ATX+CAT; 30 mg/kg/day). 
 
Systemic pressure and serum parameters. At the age of 3 and 12 months, mice were 
sacrificed by exsanguination under deep anesthesia (isoflurane) after monitoring heart rate 
(HR) and blood pressure using a Millar catheter inserted into the left carotid artery. Serum 
was collected from blood sample and frozen at -80°C. Total cholesterol, LDL and 
triglycerides were measured in the hospital biochemical laboratory 5. Serum levels of the 
stable metabolite of TXA2 (11-dehydro-thromboxane B2) were quantified using an ELISA 
according to the protocol provided by the manufacturer (Cayman Chemical, Ann Arbor, 
MI). 
 
Reactivity studies. The brain was rapidly removed from the cranial cavity and placed in 
ice-cold physiological salt solution (PSS) of the following composition (mmol/L): NaCl 
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130, KCl 4.7, CaCl2 1.6, MgSO4 1.17, NaHCO3 14.9, KH2PO4 1.18, EDTA 0.026, 
glucose 10. Cerebral arteries were isolated, cannulated at both ends and pressurized at 60 
mm Hg in no-flow condition (average internal diameter of 136±2 !m; n=60) in PSS 
oxygenated by a gas mixture containing 12% O2, 5% CO2 and 83% of N2, generating a 
pO2 of 150±10 mm Hg, as previously described 11, 12. An equilibration period of 40 min 
was allowed before starting the experiments, period during which myogenic tone 
develops. In order to obtain a similar pre-constriction level in all the arteries tested (from 
40-50%), the vessels were contracted with phenylephrine (PE; 10 to 30 !mol/L). Then, a 
single cumulative concentration-response curve to acetylcholine (ACh; 1 nmol/L to 30 
!mol/L) was performed on each segment. We used (1) Nw -nitro-L-arginine (L-NNA; 10 
!mol/L) a NOS inhibitor; (2) indomethacin (INDO; 10 !mol/L) a COX inhibitor, (3) 
furegrelate (FUR; 10 !mol/L) a thromboxane synthase inhibitor, and (4) apocynin (APO; 
10!mol/L), a NADP(H) oxidase inhibitor. PE, ACh INDO, FUR, APO and L-NNA were 
purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, Ontario, Canada). 
 
Fluorescent measurement of H2O2. We previously demonstrated that in mouse cerebral 
arteries, ACh-induced dilation is mediated by eNOS-derived H2O2 11, 12, and we reported 
the method to measure simultaneously the dilation and the production of H2O2, using a 
fluorescent probe, the 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
acetyl ester (DCF-DA, Molecular Probe, OR, U.S.A.) . In our model, DCF-DA is specific 
for H2O2 11, 12. Pressurized cerebral arteries were incubated in oxygenated PSS (37°C) 
containing 5 !mol/L of DCF-DA. After 30-40 min equilibration time, vessels were 
washed with PSS, pre-constricted with PE and dilated with ACh while recording 
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simultaneously the changes in diameter and in fluorescence intensities of H2O2-
dichlorofluorescein retained intracellularly after cleavage of the acetate moieties. 
Fluorescence intensities (lEx 492-495 nm) were measured at 520 nm with an IonOptix 
Acquire system (IonOptix, MA, U.S.A.). Before each experiment, basal fluorescence 
intensity was recorded. Results represent differences between stimulated and basal 
intensity. 
 
Western blots. Whole brain vessels were isolated as previously described 17. Briefly, two 
brains from each group were pooled, homogenized with a loosely fitting Dounce tissue 
grinder in ice-cold 0.01 M (pH 7.4) PBS, and centrifuged at 3,500 rpm for 5 min at 4°C. 
The pellet was then suspended in PBS, gently layered over 15% dextran (molecular mass, 
43 kDa) solution and finally centrifuged at 5,000 rpm for 30 min at 4°C. Pellets 
containing blood vessels were collected over a 50-!m nylon mesh. Proteins were isolated 
from the vessels following 30 min incubation in a lysis buffer of the following 
composition (mmol/L): 50 Tris-HCl, 20 #-glycerophosphate, 20 NaF, 5 EDTA, 10 EGTA, 
1 Na3VO4, 10 benzamidin, 5 dithiothreitol, 0.5 PMSF, 0.02 leupeptin, 1 microcystin LR, 
and 1% (v/v) Triton X-100. For Western blot analysis, proteins (50 !g/lane) were 
subjected to SDS-PAGE, using a discontinuous buffer system (Laemmli), in 10-20% 
gradient acrylamide gels and transferred to nitrocellulose. Blots were incubated with the 
primary antibodies [rabbit polyclonal anti-endothelial NOS (eNOS), 1:200, BD 
Transduction Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA; rabbit polyclonal anti-inducible 
NOS (iNOS), 1: 1000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; rabbit-
polyclonal anti-COX-1, 1:1000, Cayman Chemical, Arbor, MI, USA; rabbit-polyclonal 
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anti-COX-2, 1:1000, Cayman Chemical, Arbor, MI, USA; goat-polyclonal anti-PGI2 
synthase, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA]. Equal protein loading 
was established with GAPDH (mouse polyclonal anti-GAPDH, 1:100 000, Abcam, 
Cambridge, MA, USA).  
 
Plaques area quantification. Thoracic aortas were removed from the mice and carefully 
dissected from surrounding tissues. The vessels were opened, pinned and a picture was 
taken. Plaque area quantification was calculated with Photoshop software and expressed 
in percentage of total aorta area. 
  
Quantification of superoxide production. Concomitant with aortic plaque 
quantification, the oxidative putrescent probe dihydroethidium (DHE; Sigma-Aldrich 
Canada Ltd., Oakville, ON, Canada) was used to evaluate in situ superoxide (O2-) 
production on aorta sections 18. DHE is a cell permeable dye that is oxidized by O2- to 
ethidium bromide, which subsequently intercalates with DNA and is trapped within cell 
nuclei. DNA counterstaining was performed using ToPro-3 (Molecular Probe, Burlington, 
ON, Canada). Unfixed frozen aorta segments were cut into 20-!m thick sections. Sections 
were double stained with a mixture of 5 !mol/L DHE and 2 !mol/L To-Pro 3. Sections 
were incubated in a light-protected chamber at 37°C for 15 min, washed with PBS, 
mounted on positively charged slides (Fisher Scientific, Ottawa, Ontario, Canada) and 
antifading medium. Fluorescence was visualized using a scanning confocal microscope 
LMS 510 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) with a 40x/1.4 Plan-Apochromat objective 
(&Ex 490 nm, &Em 520 nm). Acquisition settings of the camera were identical for all 
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images. Computer-based analysis was performed using Image J software and calculated 
by the following equation: I= " I / (A/N), where I is the fluorescence intensity, " I is the 
summation of all nuclei intensity, A is the total area of the nuclei and N is the number of 
positive nuclei. Data are expressed as an average of total nuclei fluorescence.  
 
Statistics. «n» refers to the number of animals used in each protocol. Continuous 
variables are expressed as means ± standard error of the mean (SEM). The maximal 
diameter (Dmax) was determined by changing the PSS to a Ca2+-free PSS 11, 12. Myogenic 
tone and dilations were expressed as percentage of the Dmax. The effect of age and 
atherosclerosis on the different parameters used in this paper was studied using two-way 
ANOVA. Paired signed rank test was performed to study the effects of L-NNA, FUR, 
APO and INDO on ACh-induced dilations, MT and fluorescence increase. The effect of 
catechin treatment was evaluated by Mann-Whitney/Wilcoxon test. The results were 




Heart rate and blood pressure 
HR was not affected by ageing in WT but it tended to decrease (p=0.06) in 12-m/o ATX 
mice (Table 1). Arterial blood pressure increased with age in both WT and ATX mice. At 
3 months, however, ATX mice were already hypertensive compared to WT mice (Table 
1). Catechin maintained blood pressure to values measured in 3-m/o WT, without 
affecting HR at 12 months (Table 1). 
 
Serum parameters 
ATX mice are severely dyslipidaemic at both 3 and 12 months of age, compared to WT 
mice (Table 1), and catechin did not affect cholesterol and triglycerides levels (Table 1). 
Serum thromboxane B2 (the stable metabolite of TXA2) levels were unaffected by age or 
dyslipidaemia (Table 1). Following catechin treatment, however, TXB2 levels were 
reduced by 80% in the serum of ATX mice (Table 1). 
 
Plaque area and superoxide production 
WT mice did not develop atherosclerotic plaque with age, in contrast to ATX mice (Fig. 
1A and B). Catechin significantly reduced plaque formation by 35% (Fig. 1A and B). 
Superoxide production, assessed by DHE staining, was significantly higher in 12-m/o 
compared to 3-m/o WT (Fig. 1C). DHE staining was already greater at 3 months in ATX 
than in WT mice and increased further with age. Catechin normalized superoxide 




Myogenic tone response 
The physiological response of resistance arteries to a rise in intraluminal pressure is an 
increase in myogenic tone (MT), i.e. a reduction in diameter. The MT of cerebral arteries 
induced by a pressure of 60 mm Hg was greater in ATX than WT mice at both ages while 
ageing alone had no effect (Table 2). L-NNA increased MT in cerebral arteries isolated 
from WT mice only, suggesting an impaired resting eNOS function in ATX mice (Table 
2). The increased MT in arteries isolated from ATX was eliminated by INDO or FUR 
addition, while these agents had no effect on MT in WT mice, suggesting a role for TXA2 
in ATX. At the end of the 9-month treatment period with catechin, MT of vessels isolated 
from ATX mice was normalized to WT values, sensitive to L-NNA, but unaffected by 
INDO or FUR (Table 2), suggesting the reversal by the antioxidant of eNOS dysfunction 
and the role of TXA2. 
 
Endothelial function 
In arteries isolated from 3-m/o WT mice, endothelium-dependent dilations (EDD) 
induced by ACh were equally reduced in the presence of L-NNA or INDO, while FUR 
had no effect (Fig. 2). EDD were lower in vessels isolated from 3-m/o ATX mice 
compared to 3-m/o WT. In addition, L-NNA further reduced EDD, while both INDO and 
FUR increased EDD to 3-m/o WT level (Fig. 2). With age, EDD decreased by #50% in 
arteries from WT mice and were almost abolished in ATX (Fig. 2). L-NNA only reduced 
EDD from arteries of aged WT mice. In both groups of aged mice, however, both INDO 
and FUR improved EDD. Catechin prevented the further decline in EDD with age in ATX 
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mice, restored the inhibitory effect of L-NNA and eliminated the effects of INDO and 
FUR (Fig. 2). 
 
eNOS-derived H2O2 production 
We recently demonstrated 12 that eNOS-derived H2O2 production is a key EDRF in young 
and healthy mouse cerebral arteries. We therefore investigated eNOS function by 
simultaneous recording of H2O2 production and ACh-mediated dilation. Concomitant 
with a lower ACh-induced dilation, H2O2 production was reduced in 12 m/o WT mice and 
in 3 and 12 m/o ATX mice when compared to 3 m/o WT mice (Fig. 3). Similarly to the 
dilatory responses, the inhibition of H2O2 production induced by L-NNA was lowered in 
12-m/o WT and in 3-m/o ATX mice when compared to 3-m/o WT, revealing a premature 
eNOS dysfunction in ATX mice (Fig. 3). In arteries isolated from 12-m/o WT and 3-m/o 
ATX mice, COX inhibition restored eNOS function as demonstrated by the increase in 
H2O2-associated fluorescence in the presence of INDO. This improvement was specific to 
eNOS since the combination of INDO plus L-NNA prevented the rise in H2O2-associated 
fluorescence induced by ACh in the arteries of these mice. 
eNOS function was abolished in 12-m/o ATX mice since the H2O2-associated 
fluorescence signal induced by ACh was unaffected by L-NNA (Fig. 3). Neither INDO 
and L-NNA, nor their combination, altered the signal. Therefore, the rise in H2O2-
associated fluorescence induced by ACh was not associated with an activation of eNOS; it 
was, however, abolished by apocynin (APO), a NADP(H) oxidase inhibitor, while APO 
had no effects in the other groups (Fig. 3). 
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Following the treatment with catechin, eNOS function was restored, in accordance with 
the dilatory responses presented in Fig. 2: the increase in H2O2-associated fluorescence 
induced by ACh was abolished by L-NNA (Fig. 3). Furthermore, neither INDO nor APO 




Both COX-1 and COX-2 protein expressions were higher at 3 months in ATX than WT 
mice (Fig. 4). With age, COX-1 and COX-2 expression rose in WT mice and further in 
ATX mice (Fig. 4A and B). Catechin tended to prevent the expression of COX-1 (Fig. 
4A), while it tended to normalize to 3-m/o ATX level (p=0.06) the rise in COX-2 
expression (Fig. 4B). PGI2 synthase protein expression decreased in ATX but was not 
significantly reduced with ageing (Fig. 4C). Catechin treatment did not reverse PGI2 
synthase protein level. Age, ATX and catechin did not affect the expression of iNOS and 
eNOS protein (data not shown). 
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Discussion 
Premature age-related endothelial dysfunction develops with chronic inflammatory 
cardiovascular diseases. Because of the central regulatory role of the endothelium on the 
maintenance of the arterial wall integrity 1, understanding the origin of the declining 
endothelial function is of tremendous clinical interest. In the present study, we 
demonstrate that the age- and oxidative stress-related cerebral endothelial dysfunction in 
WT mice occurs prematurely in ATX mice due to a reduction in eNOS activity and a rise 
in TXA2. This is accompanied by severe atheroma and hypertension. Our data 
demonstrate that chronic preventive catechin treatment, a dietary polyphenol, prevents the 
cerebral endothelial eNOS dysfunction associated with severe dyslipidemia, reduces 
plaque size, ROS formation and normalizes blood pressure.  
 
The normal function of eNOS generates dilatory H2O2 in mouse cerebral arteries in 
response to ACh 12. In the present study, in young WT mice, INDO but not FUR 
decreased the dilation as much as eNOS inhibition, the remaining of the dilation being 
EDHF-dependent. This is in accordance with the involvement of eNOS, prostacyclin and 
EDHF, three dilatory endothelial factors, in the response to ACh 12 and tone regulation. 
With age, they vanish one after the other, starting with prostacyclin, followed by the 
EDHF and finally eNOS activity 19. In cerebral arteries of 12-m/o WT mice, eNOS 
associated dilation and H2O2 release are reduced by #50%. PGI2 synthase protein levels 
were decreased (fig. 4C) while INDO and FUR restored the normal dilatation. This 
suggests that, with age, in the cerebral arteries, prostacyclin is absent and TXA2 
dominates. The increased oxidative stress in ATX could accelerate the endothelial 
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dysfunction. In cerebral vessel isolated from 3-m/o ATX, the amplitude of the dilation 
associated with eNOS-derived H2O2 was also reduced by #50%, both INDO and FUR 
addition restore the dilation and eNOS activity while PGI2 synthase expression was very 
low. In cerebral arteries from 3-m/o ATX, inhibition of eNOS by L-NNA leaves a small 
but significant dilatation, likely EDHF, a component that has vanished in 12-m/o WT 
mice.  
 
This early, reversible cerebral endothelial dysfunction observed in 3-m/o ATX is indeed 
in sharp contrast with the almost complete loss of ACh-induced EDD in arteries isolated 
from 12-m/o ATX mice. In these arteries, INDO and FUR only slightly improve EDD to 
ACh, the production of H2O2 becomes insensitive to L-NNA, and is not recovered in the 
presence of INDO, suggesting that with age irreversible damages appears. Interestingly, 
the rise in eNOS-derived H2O2 was abolished by APO, suggesting that in cerebral arteries 
isolated from 12-m/o ATX mice (unlike in any other groups), the NADP(H) oxidase is 
activated and ROS are generated. It has been shown that NADP(H) oxidase was partly 
responsible for flow-mediated dilation in rat brain arteries in vivo 20, a mechanism absent 
in isolated mouse cerebral arteries 11. Therefore, our present data are the first to 
demonstrate that ACh-induced EDD in cerebral arteries of ATX mice evolve from being 
dependent on eNOS to NADP(H) oxidase activity. 
 
This switch from eNOS to NADP(H) oxidase in aging ATX mice must contribute to the 
change in the redox environment. It has been shown that aging limits the ability of 
antioxidant enzymes to up-regulate in response to an acute and short term pro-atherogenic 
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challenge 21. In our experimental conditions, however, this unbalance towards pro-
oxidation was likely the result of a long-term pro-atherogenic stimulus leading to chronic 
damage. This, was completely reversed by chronic preventive antioxidant treatment with 
catechin, a scavenger of superoxide anions 22. Beneficial effect of catechin was associated 
with reduces aortic plaque formation, superoxide production and prevented hypertension 
in ATX mice. The antioxidant treatment preserved ACh-induced EDD to the level of 
arteries isolated from age-matched WT. This was associated with the prevention of eNOS 
dysfunction and a lack of NADP(H) oxidase involvement. There are numerous reports 
showing that antioxidants preserve or improve eNOS function either directly or by 
increasing NO bio-availability, and reduce the development of atherosclerosis and 
inflammation 23-28. Catechin treatment did not change iNOS or eNOS protein expression 
in cerebral arteries (data not shown), but preserved eNOS activity. The acute inhibitory 
effects of ROS on eNOS dilatory efficacy is well accepted and has been demonstrated in 
patients with hypertension 6 and atherosclerosis 29, 30. 
 
In cerebral arteries, INDO reduced EDD in 3-m/o WT while it increased EDD in 3-m/o 
ATX and 12-m/o WT, suggesting the involvement of PGI2 in EDD from 3-m/o WT but 
not in 12-m/o WT or 3-m/o ATX. Furthermore, FUR had no effect on EDD of 3-m/o WT 
but restored EDD in 3-m/o ATX and 12-m/o WT. This suggests that with age and ATX, 
COX activity leads to TXA2 production rather than prostacyclin. Previous studies suggest 
that TXA2 production not only competes with but also lowers eNOS activity via an 
increase in ROS following receptor activation 10, 31. In our hands, cerebral arteries isolated 
from 3-m/o ATX and 12-m/o WT exhibited endothelial dysfunction. Prevention of TXA2 
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release with INDO or FUR improved EDD function in 3-m/o ATX and 12-m/o WT. The 
acute reduction of TXA2 release with FUR is sufficient to restore eNOS-derived H2O2 
production in 3-m/o ATX and 12-m/o WT. A decrease in ROS production associated with 
reduced TXA2 could protect eNOS function and, thus, rescues endothelial function 10. The 
only discordance between the aged WT and young ATX mice concerns the resting 
activity of eNOS evaluated by the measurement of MT. MT was increased by L-NNA, 
but insensitive to INDO and FUR at both ages in WT mice. However, MT is already 
maximal in 3-m/o ATX mice and is normalized by INDO and FUR, but unaffected by L-
NNA, suggesting basal eNOS activity dysfunction in these mice. Thus, in dyslipidemic 
mice, the impact of TXA2 on the regulation of basal vascular diameter is likely already 
maximal. We propose that with age, TXA2 and ROS production could induces damages 
that cannot be reversed acutely 1.  
 
In 12-m/o ATX, FUR increased EDD and reduced MT, suggesting a major role for TXA2 
in these arteries. The effect of FUR was similar to the effect of catechin, reinforcing the 
concept of TXA2-dependent ROS release. Catechin preserved eNOS function and likely 
prevented the increase in TXA2 production via its antioxidant effect. In agreement with 
these molecular changes in eNOS function and TXA2 production, the evolution of the 
atheroma plaque was slowed by catechin, although dyslipidemia was not affected. 
Beneficial effect of catechin was associated with a normalization of COX-1 protein 
expression to the level of 3-m/o WT, suggesting that oxidative stress, but not age, was 
responsible for this rise. Furthermore, catechin also limited the expression of COX-2, but 
not the age-dependent rise in its expression. It has been reported that catechin could 
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reduce the expression of COX-2 in prostate carcinoma and dendritic cells 32, 33. Together, 
these results suggest that the rise in COX protein associated with oxidative stress can be 
prevented by early catechin treatment in mice. In ATX mice, the reduction in COX 
expression by catechin was not selective to one isoform and was accompanied by a strong 
reduction in serum TXB2 levels. The increase in serum TXB2 was increased by oxidative 
stress but insensitive to ageing. Because TXA2 is a potent vasoconstrictor and increases 
oxidative stress 10, we would like to propose that these effects of catechin could 
contribute, together with the maintained eNOS function, to the reduction in blood 
pressure in catechin-treated ATX mice. In pre-hypertensive rat, chronic aspirin treatment 
has been shown to reduce oxidative stress and to limit the rise in blood pressure with time 
9.  
 
In conclusion, in our model of severe human dyslipidemia, aging leads to atherosclerosis 
and cerebral dysfunction. Catechin, used in prevention, slowed the progression of 
atherosclerosis and the associated hypertension. These antioxidant effects were associated 
with a reduction in the role of the TXA2 pathway and a protection of the cerebrovascular 
endothelial eNOS function.  
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Figure 1. (A) Effect of 9-months catechin treatment on the plaque area of mice aorta 
(n=6). (B) Representative picture of the aorta of 12 m/o WT; 12 m/o ATX and 12 m/o 
ATX treated for 9 months with catechin (ATX+CAT). (C) Effect of 9-months catechin 
treatment on aortic superoxide production quantified by DHE staining (n=4). *p<0.05 
versus 3-m/o WT; †p<0.05 versus 12-m/o WT; ‡p<0.05 versus 3-m/o ATX; § p<0.05 
versus 12-m/o ATX. 
Figure 2. ACh-induced dilations of mice cerebral arteries. Effect of N-nitro-L-arginine 
(L-NNA; 10 !mol/L), indomethacin (INDO; 10 !mol/L), furegrelate (FUR; 10 !mol/L) 
and catechin treatment for 9 months (ATX+CAT) on EDD in mice cerebral arteries of 3 
and 12 m/o WT and 3 and 12 m/o ATX mice (n=6 to 8). *p<0.05 versus control; †p<0.05 
versus 3-m/o WT; ‡p<0.05 versus 3-m/o ATX; § p<0.05 versus 12-m/o WT; " p<0.05 
versus 12-m/o ATX. 
Figure 3. Effect of ageing and catechin (CAT) treatment on DCFDA-associated 
fluorescence increase (arbitrary units, a.u.) following ACh stimulation (30 !mol/L). 
Effect of N-nitro-L-arginine (L-NNA; 10 !mol/L), indomethacin (INDO; 10 !mol/L) or 
apocynin (APO; 10 !mol/L) on the fluorescent signal in mice cerebral arteries (n=6 to 8). 
*p<0.05 versus control; †p<0.05 versus INDO; ‡p<0.05 versus 3-m/o WT; § p<0.05 
versus 12-m/o ATX.  
Figure 4. Effect of ageing and catechin (CAT) treatment on whole brain vessels protein 
expression of (A) COX-1, (B) COX-2 and (C) PGI2 synthase of wild-type (WT) and 
atherosclerotic (ATX) mice. COX expressions are normalized to GAPDH protein 
expression (n=3). *p<0.05 versus 3-m/o WT; †p<0.05 versus 3-m/o ATX; ‡p<0.05 versus 
12-m/o WT. 
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Table 1. Effect of ageing and catechin treatment on hemodynamic parameters and serum 














Hemodynamic parameters      
Heart rate (bpm) 377±19 375±29 371±22 304±18  300±17  
DAP (mmHg) 59±3 73±1 * 73±2* 81±2 †‡ 64±6 § 
SAP (mmHg) 94±2 111±3 * 106±3* 122±3 †‡ 99±6 § 
MAP (mmHg) 71±3 86±2 * 84±3* 95±2 †‡ 76±5 § 
      
Serum levels      
Cholesterol (mmol/L) 2.1±0.1 4.5±0.2 16.6±2.0* 23.3±3.4 ‡ 23.5±3.2 
LDL (mmol/L) 0.5±0.1 2.5±0.2 10.3±1.6* 14.2±2.1 ‡ 15.1±2.2 
HDL (mmol/L) 1.3±0.1 1.8±0.1 1.7±0.1 2.1±0.2 1.9±0.1 
Triglycerides (mmol/L) 0.7±0.1 0.4±0.1 6.2±0.5* 9.5±0.9 †‡ 9.7±1.3 
TXB2 (pg/ml) 19±2 20±3 22±9 20±2 4±1 § 
 
WT: wild-type mice; ATX: atherosclerotic mice; HDL: High-density lipoprotein; LDL: 
Low-density lipoprotein; SAP: systolic arterial pressure; DAP: diastolic arterial pressure; 
MAP: mean arterial pressure; bpm: beat per minute. *P<0.05 versus 3-m/o WT; †P<0.05 
versus 3-m/o ATX; ‡P<0.05 versus 12-m/o WT; § P<0.05 versus 12-m/o ATX; n=8 
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Table 2. Effect of eNOS, COX and TXA2 synthase inhibition with L-NNA, indomethacin 




WT: wild-type mice; ATX: atherosclerotic mice; ATX+CAT: ATX mice treated with 
catechin; *p<0.05 versus 3-m/o WT; †p<0.05 versus 12-m/o WT; ‡p<0.05 versus 12-m/o 
ATX; §p<0.05 versus MT; n=8. 
 
 MT (%) MT+LNNA (%) MT+INDO (%) MT+FUR (%) 
WT mice     
3-m/o 14±5 43±6 § 16±2 16±2 
12-m/o 10±3 48±1 § 13±3 7±1 
     
ATX mice     
3-m/o 34±3* 44±1 9±1 § 10±1 § 
12-m/o 37±3† 32±2 13±2 § 14±2 § 
     
ATX +CAT mice     
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Background. Age-related decline in cerebrovascular endothelial function and cerebral 
blood flow (CBF) are associated with an excess in free radical production. Severe 
dyslipidemia could hasten these dysfunctions and lead to neuronal loss and vascular 
dementia. Purpose. We hypothesized that a chronic treatment with the antioxidant 
catechin would prevent endothelial dysfunction, maintain CBF and protect cognitive 
functions in atherosclerotic (ATX) mice. Methods. ATX (C57Bl/6-LDLR-/-ApoB+/+; 3 
month-old, m/o) male mice were treated with catechin (30 mg/kg/day) for 3 months. 
C57Bl/6 (WT, 3 and 6-m/o) mice were used as controls. Flow-mediated dilations (FMD, 
0 to 10 !l/min) were recorded in pressurized isolated cerebral arteries. Increases in CBF 
induced by whisker stimulation were measured by laser Doppler flowmetry. Morris water 
maze test was used to evaluate the learning capacities. Results. Aortic atherosclerotic 
plaque rose from 1±1 to 14±4% in ATX mice, from 3 to 6-m/o (p<0.05). Catechin limited 
to 4±1% the progression of the lesion (p<0.05), and reduced by 50% aortic superoxide 
staining in ATX mice. FMD declined in 6-m/o ATX (14±2%; p<0.05) compared to 6-m/o 
WT (22±4%). The increase in CBF was similar at 3 and 6 m/o in WT mice (32±1 and 
29±1%), but lower (p<0.05) at 3 and 6 m/o in ATX mice (25±1 and 20±1%, respectively). 
Catechin restored (p<0.05) FMD (30±2%) and CBF (30±2%) in 6-m/o ATX mice. In 
addition, cognitive functions were improved (p<0.05) by catechin treatment in ATX mice. 
Conclusion. Chronic preventive catechin treatment of ATX mice prevents 
cerebrovascular dysfunctions and the associated decline in cognitive capacities.  




One of the primary concerns in neurological sciences is the relationship between 
cerebral blood flow and nerve cell survival 1. The increase in cerebral blood flow (CBF) 
produced by brain activity, or functional hyperemia, is an example of the close interaction 
between neurons and blood vessels 2. The neurovascular unit – including neurons, 
astrocytes and endothelial cells –physiologically controls CBF. Endothelial cells play an 
important role in CBF regulation by releasing many vasoactive factors such as NO, PGI2 
and TXA2 1. The release of these endothelium-derived relaxing (EDRF) or constricting 
(EDCF) factors evolves through aging and diseases such as atherosclerosis 3, 4, and is 
characterized by a reduction in EDRF production and a rise in EDCF. An alteration in the 
integrity of the neurovascular unit would likely perturb the delivery of substrates to brain 
cells and, thus, might contribute to neuronal degeneration.  
Atherosclerosis is a major risk factor for stroke and has been associated with a 
decrease in NO production and a higher ROS generation, which both could promote a 
decrease in CBF 5, 6. Atherosclerotic plaque progression in carotid arteries is associated 
with ischemic stroke and reduced perfusion to the brain, which is a major contributor to 
cognitive decline and a critical determining factor for dementia 7. Because the brain is 
more vulnerable to oxidative stress than other organs 8, ROS have been considered to 
attack neurons and to induce neurodegenerative disease including Alzheimer’s disease 
and Parkinsonism 9. ROS are likely contributing to the cognitive decline in the early 
stages of these neurodegenerative diseases 10.  
Catechin is a polyphenol antioxidant that has been shown to slow the atherogenic 
process 11 and the decline in the learning ability associated with brain hypoperfusion 12. 
 186 
Simply by drinking green tea, polyphenols can cross the blood brain barrier and display 
neuroprotective effects in rats, partly by improving endothelial function via a reduction in 
lipid peroxidation 13, 14. A recent clinical study suggests that daily green tea consumption 
reduces the risk of stroke 15. In this study, we therefore hypothesized that chronic 
treatment with catechin would protect endothelial cell function and thus prevent 




Materials and methods 
Animals and tissues preparation. The procedures and protocols were performed in 
accordance with our institutional guidelines and the Guide for the Care and Use of 
Laboratory Animals of Canada. Animals were kept under standard conditions (24ºC; 
12:12h light/dark cycle). We used 3 and 6 month-old (m/o) C57Bl/6 male mice (WT, 
29±1 g and 37±2 g, respectively, n = 32; Charles River Laboratories, St-Constant, Qc, 
Canada) and atherosclerotic mice (ATX, 25±1g and 31±2g respectively, n = 34); the latter 
are knockout for the LDL receptor but express the human apolipoprotein B-100 gene 
(LDLR-/- hApoB+/+). ATX mice were generously provided by Dr.Hobbs (University of 
Texas Southwestern, Dallas, TX, USA). A group of ATX mice received a chronic treatment 
(from 3 to 6 m/o) with the antioxidant catechin (ATX+CAT; 30 mg/kg/day as previously 
described 16 in the drinking water, 34±2g; n = 42).  
 
Blood pressure and blood analyses. At the age of 3 and 6 months, mice were sacrificed 
by exsanguination under anesthesia (isoflurane), after monitoring heart rate (HR) and 
cardiac function using a Millar catheter inserted in the left ventricle via the carotid artery. 
Serum was collected from blood sample and frozen at -80°C. Total cholesterol, LDL and 
triglycerides were measured in the biochemical laboratory of the hospital 16.  
 
Reactivity studies. The brain was rapidly removed from the cranial cavity and placed in 
an ice-cold physiological salt solution (PSS) of the following composition (mmol/L): 
NaCl 130, KCl 4.7, CaCl2 1.6, MgSO4 1.17, NaHCO3 14.9, KH2PO4 1.18, EDTA 0.026, 
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glucose 10. Cerebral arteries were isolated, cannulated at both ends and pressurized at 60 
mm Hg (internal diameter of 136±2 !m; n=15) in PSS oxygenated by a gas mixture 
containing 12% O2, 5% CO2 and 83% of N2, generating a pO2 of 150±10 mm Hg (n=5) 17. 
An equilibration period of 40 min was allowed before starting the experiment that permits 
myogenic tone to develop. Then, the arteries were pre-constricted with phenylephrine 
(PE) using a concentration from 10 to 30 !mol/L, in order to obtain a similar level of tone 
in all groups. FMD was induced using a flow control peristaltic pump (Living Systems 
Instrumentation, Burlington, USA) directly connected to the pressured myograph 17. A 
single cumulative FMD curve (from 0 to 10 !l/min, 2-!l step-increase at constant internal 
pressure) was performed on each segment, as previously described 17. Shear stress was 
calculated using the following equation: t = 4$Q/%r3 where t is the shear stress (dyn/cm2), 
$ the viscosity (0.8 cp17), Q is the flow rate through the lumen and r is the inside radius. 
During the experiments, shear stress never exceeded 70 dyn/cm2. N w-nitro-L-arginine (L-
NNA; 10 !mol/L) was used to investigate the implication of NOS in FMD. PE and L-
NNA were purchased from Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, Ontario, Canada). 
 
Western blot. Whole brain vessels were isolated as previously described 18. Proteins were 
extracted from the vessels after 30 min incubation in a lysis buffer of the following 
composition (mmol/L): 50 Tris-HCl, 20 #-glycerophosphate, 20 NaF, 5 EDTA, 10 EGTA, 
1 Na3VO4, 10 benzamidin, 5 dithiothreitol, 0.5 PMSF, 0.02 leupeptin, 1 microcystin LR, 
and 1% (v/v) Triton X-100. For Western blot analysis, proteins (60 !g/lane) were 
subjected to SDS-PAGE, using a discontinuous buffer system (Laemmli), in 4-15% 
gradient acrylamide gels and transferred to nitrocellulose. Blots were incubated with the 
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primary antibodies [anti-endothelial NOS (eNOS), 1:250, BD Transduction Laboratories, 
Franklin Lakes, NJ, USA; anti-inducible NOS (iNOS), 1:1000, Santa Cruz, Santa Cruz, 
CA, USA; anti-type 2 superoxide dismutase (Mn SOD), 1:1000, Stressgen, Ann Arbor, 
Michigan, USA]. Equal protein loading was verified by normalizing protein expression to 
GAPDH expression (anti-GAPDH, 1: 100 000, Abcam, Cambridge, MA, USA).  
 
Plaque area quantification. The thoracic aorta was removed from mice and carefully 
dissected from surrounding tissues. The vessel was opened longitudinally and a picture 
was taken. Plaque area quantification was calculated using Photoshop software and 
expressed in percentage of aorta area. 
  
Quantification of superoxide production. The oxidative fluorescent probe 
dihydroethidium (DHE; Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, On, Canada) was used to 
evaluate in situ superoxide (O2-) production on aorta sections 19. DHE is a cell permeable 
dye that is oxidized by O2- to ethidium bromide, which subsequently intercalates with 
DNA and is trapped within cell nuclei. DNA counterstaining was performed using ToPro-
3 (Molecular Probe, Burlington, USA). Unfixed frozen aortic segments were cut into 20-
!m thick sections. Sections were double stained with a mixture of 5 !mol/L DHE and 2 
!mol/L ToPro-3. Fluorescence was visualized with a scanning confocal microscope LMS 
510 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) with a 40x/1.4 Plan-Apochromat objective (l Ex: 
490 nm, l Em: 520 nm). Acquisition settings of the camera were identical for all images. 
Computer-based analysis was performed using Image J software and calculated by the 
following equation: I= " I / (A/N), where I is the fluorescence intensity, " I is the 
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summation of all nuclei intensity, A is the total area of the nuclei and N is the number of 
nuclei used. Data are expressed as an average of total nuclei fluorescence.  
 
Morris water maze. Mice were tested for their learning abilities using a Morris water 
maze (MWM) apparatus (160 cm in diameter and 45 cm high) 20. The maze was located 
in a quiet test room, surrounded by 4 visual cues on the pool border. All groups were 
tested for 5 consecutive days in a circular pool filled with water (19°C, clouded with 
powdered skim milk), pool that contained a transparent platform (10 cm in diameter) 
submerged 1.5 cm below the water surface in the center of the northwest quadran 21, 22. 
Mice were randomly started from each of the four positions (south, east, west and north) 
and they used visuo-spatial cues to find the hidden platform that remained in the same 
quadrant throughout testing. Their movements were automatically recorded using HVS 
2020 tracker and analysed by the Water 2020 software (HVS Image, Hampton, United 
Kingdom). Escape latencies, i.e. the time needed to find the platform (maximum 120 s) 
from the four start points, were measured individually, on each day and used to plot a 
learning curve.  
On the 6th day animals were administered two cue trials (30 s in duration) in which the 
platform was made visible by lowering the water level 2 cm below the top of the platform. 
The cue trials was conducted to confirm the absence of physical and visual incapacities. 
 
Laser Doppler flowmetry. Laser Doppler flowmetry was used for measurement of CBF 
(Transonic Systems) 23. Anesthetized mice (ketamine, 80 mg/kg, i.p.; Wyeth) were fixed 
in a stereotaxic frame and the bone over the barrel cortex was thinned to translucency 
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using a dental drill. Body temperature was maintained at 37°C using a heating pad. 
Changes in CBF before, during, and after whisker stimulation (20 s at 8–10 Hz) were 
recorded, with four to six recordings acquired every 30–40 s and averaged for each 
mouse. Cortical CBF change was expressed as percentage increase relative to baseline. 
The relationship between parameters measured individually in arteries and CBF changes 
was analyzed with the Pearson correlation coefficient.  
 
Statistics. «n» refers to the number of animals used in each protocol. Continuous 
variables are expressed as means ± standard error of the mean (SEM). The maximal 
diameter (Dmax) was determined by changing the PSS to a Ca2+-free PSS 17. Myogenic 
tone and dilations are expressed as percentage of the Dmax. The effect of age and 
atherosclerosis on the different parameters used in this study was analyzed using a two-
way ANOVA. Paired signed rank test was performed to study the effects of L-NNA on 
FMD and MT. The effect of catechin treatment was evaluated by Mann-
Whitney/Wilcoxon test. Performances in the Morris Water maze were evaluated by two-
way (learning curve) and one-way (cue test) ANOVA and Tukey’s test as post hoc test 
(Sigma Stat 2.0; SPSS, Chicago, IL). The results were considered to be statistically 
significant when the P value was <0.05. 
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Results 
Heart rate (HR) and cardiac function.  
The HR was stable in WT and ATX mice, at 3- and 6-m/o (Table 1). Systolic, diastolic 
and mean arterial pressures were increased in ATX 3-m/o and 6-m/o but not in aged-
matched WT mice (Table 1). Catechin treatment had no effect on the hemodynamic 
parameters (Table 1). Our group has previously published 3-m/o results in another study. 
 
Serum analyses and plaque area.  
ATX mice had higher cholesterol, LDL and triglyceride levels at 3-m/o and 6-m/o 
compared to WT mice (Table 1). HDL level were unchanged. The 3-month treatment 
period with catechin did not affect cholesterol, LDL, HDL and triglycerides levels (Table 
1). The plaque area was small and similar in WT mice and 3 m/o ATX mice, while it 
increased significantly in 6 m/o ATX mice. Catechin limited plaque growth in 6-m/o 
ATX (figure 1A). Our group has previously published 3-m/o results in another study. 
 
Superoxide production.  
In adult WT mice, aortic superoxide production (assessed by DHE staining) was not 
different from young mice (figure 1B). In contrast, in ATX mice, superoxide production 
was more elevated in 3-m/o mice and did not increase further at 6 month of age. Catechin 
treatment significantly reduced superoxide production in 6-m/o ATX mice (figure 1B).  
 
Changes in myogenic tone.  
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MT is the contractile response of resistance arteries to an increase in intraluminal 
pressure. Compared to 3-m/o WT, MT was increased in cerebral arteries isolated from 
ATX mice at 3- and 6-m/o but not significantly in 6-m/o WT (figure 2A). Inhibition of the 
basal production of NO by L-NNA increased MT in 3- and 6-m/o WT mice. In contrast, 
L-NNA had no effect on the MT of arteries isolated from ATX mice at both ages (figure 
2A). Catechin treatment prevented MT increase in 6-m/o ATX and restored the inhibitory 
effect of L-NNA (figure 2A). 
 
Flow-mediated dilation (FMD).  
Dilatory responses to flow increases were similar in 3- and 6-m/o WT mice and in 3-m/o 
ATX mice (figure 2B). These responses, however, were significantly reduced in arteries 
isolated from 6-m/o ATX mice (figure 2B). Since in cerebral arteries FMD are largely 
dependent on the activation of the eNOS pathway 17, 24, 25, we tested the effects of L-NNA; 
in these conditions, FMD were significantly reduced by L-NNA in vessels isolated from 
3- and 6-m/o WT mice. This inhibition was of a lesser extent at 3 months in arteries 
isolated from ATX mice, suggestive of a premature decline in eNOS function in severely 
dyslipidemic mice. In cerebral arteries isolated from 6-m/o ATX mice, however, eNOS 
inhibition did not further reduce FMD (figure 2B). Three months treatment with catechin 
restored both FMD and eNOS function (figure 2B). 
 
CBF measures.  
The increase in CBF following neuronal activity ensures adequate oxygen and glucose 
supply to activate brain areas. Following whisker stimulation, the increase in CBF was 
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significantly reduced in 6-m/o WT and 3-m/o ATX; this impaired response was 
exacerbated in 6-m/o ATX (figure 3). Catechin treatment restored the response to a 
similar level of that measured in 6-m/o WT mice (figure 3). 
 
Learning.  
The duration time for each mouse to find the hidden/submersed platform (escape latency, 
in seconds) decreased throughout the five days of the test in both types of mice, at both 
ages, demonstrating learning capacity (figure 4). The calculated slopes of the escape 
latency curves illustrate a decrease in the learning capacity in 6-m/o ATX compared to 3-
m/o ATX (figure 4B). Travel distances (path) were also gradually reduced during the five-
day trial (Figure 4C). Catechin treatment improved the learning capacity, as shown by an 
reduced in the escape latency curve slope and path curve when compared to untreated 
mice (figure 4B). Physical or visual incapacity to reach the platform was ruled out 
because all mice swam at the same speed and they all found the visible platform in the cue 
trial (data not shown).  
 
Western Blot.  
eNOS protein expression decreased in whole cerebral vessels isolated from 3-m/o ATX 
compared to 3-m/o WT (figure 5A). eNOS expression was not further affected in 6-m/o 
ATX mice. In WT mice, eNOS tended to be reduced at 6 months of age, (p=0.06). In 
contrast, in both WT and ATX mice, iNOS expression increased when compared to 3-m/o 
WT (figure 5B), suggestive of a pro-inflammatory phenotype with the progression of age 
and with dyslipidemia, respectively. The expression of the nNOS isoform (figure 5C), 
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however, did not significantly vary in WT mice, while it increased in ATX mice between 
the age of 3 to 6 months of age. Finally, Mn-SOD expression increased with the 
progression of age in cerebral vessels isolated from WT mice. The expression of MnSOD 
was greater at 3 months in ATX mice compared to WT mice and further increased with 
age (figure 5D). While catechin treatment did not affect eNOS and nNOS protein 
expressions, it tended to reduce that of iNOS (figure 5B; p=0.06) and it significantly 
increased Mn-SOD expression (figure 5D). 
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Discussion 
Our results strongly suggest that an increase in oxidative stress plays a role in 
eNOS dysfunction leading to the reduced endothelial dilation to flow. We also observed a 
lower increase in CBF and a loss in cognitive functions in ATX mice. Accordingly, 
chronic antioxidant treatment with catechin prevented these declines in functions in 
severly dyslipidemic mice.  
An increase in flow is one of the most physiological stimuli to study endothelial 
dilatory function in vitro. In cerebral arteries, FMD is implicated in various physiological 
phenomena such as CBF autoregulation and functional hyperemia 26. When neurons 
increase their metabolic demand, there is an increase in blood flow 27, 28. This small initial 
increase in blood flow is able to induce dilation in the upstream vessels, which further 
increases flow to match the metabolic demand. In peripheral arteries FMD depends on 
endothelial release of NO 24, 25. In mouse cerebral arteries, however, we recently reported 
that FMD depends on eNOS-derived H2O2 rather than NO 17. In the present study, eNOS 
activity is largely responsible for FMD as L-NNA strongly reduced this response in 3- 
and 6-m/o WT mice, and to a lesser extent, in 3-m/o ATX mice (Fig. 2B). In contrast, L-
NNA was inactive in vessels isolated from 6-m/o ATX suggesting that eNOS becomes 
dysfunctional. The progressive decline in FMD is therefore likely related to the loss in 
eNOS function by the augmented oxidative environment. This could explain the reduced 
CBF response observed in these mice with established atherosclerosis. In 3-m/o ATX and 
6-m/o WT, however, we observed a reduced CBF response while FMD in vitro was not 
yet affected. These results suggest therefore that, in vivo, the overall communication 
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system within the neurovascular unit is more affected by oxidative stress than a single 
element, the endothelial cells. 
Through the basal activity of eNOS, the endothelium is a strong regulator of the 
MT in vitro 29. In our study, the MT induced by an intraluminal pressure of 60 mm Hg 
was greater in 3- and 6-m/o ATX mice, but not in 6-m/o WT, when compared to 3-m/o 
WT. This suggests that the resting eNOS function was decreased in atherosclerotic 
conditions. Accordingly, inhibition of eNOS with L-NNA did not affect MT in ATX mice 
at both ages. Altogether, our data on FMD and MT point to a decrease in eNOS function 
as soon as at the age of 3 months in ATX mice, while it is unaffected in WT mice up to 6 
months of age. 
Atherosclerosis is associated with an increase in ROS production 30. In our 3-m/o 
pre-atherosclerotic mice, oxidative stress is elevated by severe dyslipidemia, and not 
magnified when the plaque is established in the aorta (Fig. 1B). This is mirrored by the 
cerebral expression of eNOS protein, which is lower and not further reduced at 6 months. 
The fact that the expression of the MnSOD protein increased prematurely in ATX, but 
only at 6 months in WT mice, is another indication that it might be the rise in oxidative 
stress that inactivates eNOS reducing the dilation and promoting MT: the rise in MnSOD 
is likely a protective compensatory mechanism preserving endothelial function in the face 
of an increased oxidative stress. This compensation is however, only effective in cerebral 
arteries of WT mice. This may be explained by the delayed increase in cerebral iNOS 
without change in nNOS expression in WT mice (Fig 5), in contrast to ATX mice, 
suggestive of a premature pro-inflammatory phenotype expression in ATX mice.  
 198 
The central role of oxidative stress in eNOS dysfunction and altered FMD in ATX 
mice is confirmed by the fact that chronic preventive antioxidant treatment with catechin 
reduced aortic superoxide staining, reduced MT, and restored FMD in 6-m/o ATX: this 
was associated with a further increase in MnSOD expression, while iNOS decreased, and 
a restored sensitivity to L-NNA, suggesting that by reducing oxidative stress, the eNOS 
functions were rescued. Indeed, the normalization of the endothelial function was not 
associated by an increase in eNOS protein expression. Catechin is known to stimulate the 
expression of endogenous antioxidant enzymes including catalase, SOD and glutathione 
peroxidase 31, 32. The increase in Mn-SOD expression induced by catechin in the mouse 
cerebral circulation likely contributes to the beneficial effect of the antioxidant on FMD 
and on NOS function in general. 
As eNOS regulates basal tone (MT) and is largely responsible for FMD, the eNOS 
dysfunction in the upstream vessels might influences the control of CBF in small arteries 
of the parenchyma in ATX mice. In the present study, the increase in CBF—that ensures 
adequate oxygen and glucose supply to activated brain areas—in response to neuronal 
activity was slightly but significantly reduced with adulthood in WT mice. This reduction 
in CBF was very significant in 3-m/o ATX mice and further impaired at 6 months (Fig 3). 
The central role of oxidative stress in the reduction of CBF responses in ATX mice is 
confirmed by the beneficial effect of catechin that prevented the decline in CBF observed 
6-m/o ATX mice. This normalization of the CBF response might as well be affected by 
the preserved eNOS function and FMD of the upstream cerebral arteries from catechin-
treated ATX mice.  
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Brain hypoperfusion 33 and ROS generation10 have been proposed to cause 
neurodegenerative diseases such as Alzheimer disease and Parkinsonism 9. In agreement 
with these previous works, our data demonstrate that severe dyslipidemia is associated 
with a decline in the cognitive function between the age of 3 and 6 months (figure 4B). It 
has been reported previously that LDLR-/- mice display hippocampal-dependent memory 
dysfunctions 34. This loss of cognitive function appears to be associated with the rise in 
oxidative stress and the associated loss of eNOS function. This is supported by several 
supportive data: 1) WT mice did not loose learning capacities, while in these mice the 
reduction of CBF was limited and the maximal eNOS function was maintained. 2) 
Catechin treatment had an impact on cognitive functions, CBF responses and eNOS 
function in 6-m/o ATX mice. Altogether, our data are the first to demonstrate a link 
between in vitro endothelial function, in vivo CBF responses and cognitive functions. 
One limitation of our model is that we cannot differentiate nNOS from eNOS 
activity in isolated cerebral arteries. NO, derived from nNOS activity, is indeed a key 
molecule in the neurovascular coupling, which has been identified as both a mediator and 
a modulator of the vascular responses that accompany the increased neuronal activity 35, 
36. Reduced NO bioavailability derived from increase oxidative stress, resulting from 
nNOS dysfunction or ONOO- formation, has been involved in cerebrovascular 
dysfunction 37. Therefore, severe dyslipidemia may affect NOS functions impairing both 
the neurovascular unit communications via nNOS and the vascular response (via eNOS). 
This hypothesis would have to be tested in eNOS and nNOS knockout mice exposed to 
severe dyslipidemia. Nonetheless, our data are strongly suggestive of eNOS/nNOS 
dysfunction in ATX mice.   
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In our study, 3-month treatment with catechin prevented plaque progression by 
70%, normalized endothelial function and reduced iNOS expression. Mn-SOD protein 
expression was up-regulated by catechin treatment. Mn-SOD is inducible and its 
expression is up-regulated in a context of inflammation and oxidative stress 38-41. 
However, catechin is also known to stimulate the expression of endogenous antioxidant 
enzymes including catalase, SOD and glutathione peroxidase 31, 32, 42, 43. The increase in 
Mn-SOD expression induced by catechin in the mouse cerebral circulation likely 
contributes to the beneficial effect of the antioxidant on FMD and on NOS function in 
general. Although we did not verified the implication of other SOD, an increased in either 
or all SOD isoform could indeed improve H2O2 production and participate in the 
normalization of FMD responses by catechin in 6-m/o ATX mice. This is consistent with 
a previous study suggesting that SOD applied topically to the cerebral cortex prevented 
endothelial dysfunction 44.  
 
In conclusion, our results demonstrated that oxidative stress associated with 
atherogenesis in severely dyslipidemic mice reduces FMD, CBF responses, as well as 
impairs cognitive function. Chronic treatment with the polyphenol catechin did not affect 
dyslipidemia but restored FMD, CBF responses and cognitive functions, while it 
prevented plaque progression; all these effects were accompanied by a significant 
reduction in oxidative stress. We therefore suggest that early control of ROS production 
could be beneficial in preventing cognitive dysfunction associated with risk factors for 
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Figure 1. Effect of a 3-month treatment with the antioxidant catechin on (A) plaque area 
in the thoracic aorta and (B) superoxide production quantified by DHE staining of aortic 
histological sections of 3- and 6-m/o wild-type (WT) and atherosclerotic (ATX) mice 
(n=5). * p<0.05 versus 3-m/o WT; † p<0.05 versus 3-m/o ATX; ‡ p<0.05 versus 6-m/o 
WT; § p<0.05 versus 6-m/o ATX.  
 
Figure 2. Effect of a 3-month catechin treatment and acute addition of Nw-nitro-L-
arginine (L-NNA; 10 !mol/L) on (A) cerebral artery myogenic tone (MT) induced by an 
intraluminal pressure of 60 mm Hg and (B) flow-mediated dilation (FMD, 0 to 10 !l/min) 
in pressurized cerebral arteries isolated from 3- and 6-m/o wild-type (WT) and 
atherosclerotic (ATX) mice (n=6). * p<0.05 versus 3-m/o WT; † p<p.05 versus 3-m/o 
ATX; ‡ p<0.05 versus 6-m/o WT; § p<0.05 versus 6-m/o ATX; "  p<0.05 versus MT; # 
p<0.05 versus control.   
 
Figure 3. Effect of a 3-month catechin treatment on the increase in cerebral blood flow 
(CBF) following whisker stimulation (n=6) of 3- and 6-m/o wild-type (WT) and 
atherosclerotic (ATX) mice. * p<0.05 versus 3-m/o WT; † p<0.05 versus 3-m/o ATX; ‡ 
p<0.05 versus 6-m/o WT; § p<0.05 versus 6-m/o ATX.  
 
Figure 4. Effect of a 3-month catechin treatment on (A) the learning capacities (escape 
latency, in seconds), (B) the deduced slopes of the escape latency curves and (C) the path 
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(in cm), in 3- and 6-m/o wild-type (WT) and atherosclerotic (ATX) mice (n=18). * p<0.05 
versus 3-m/o ATX; † p<0.05 versus 3-m/o ATX; ‡ p<0.05 versus 6-m/o ATX.   
 
Figure 5. Effect of a 3-month catechin treatment on (A) eNOS, (B) iNOS, (C) nNOS, and 
(D) Mn-SOD protein expression in cerebral arteries of 3- and 6-m/o (WT) and 
atherosclerotic (ATX) mice. *p<0.05 vs 3-m/o WT; † p<0.05 vs 6-m/o WT; ‡ p<0.05  vs 
3-m/o ATX; § p<0.05 vs 6-m/o ATX.  
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Table 1. Effect of ageing and catechin treatment on hemodynamic parameters and serum 
levels of cholesterol and triglycerides in wild-type (WT) and atherosclerotic (ATX) mice.  












     
HR (bpm) 377±19 330±5 371±22 349±11  354±9  
SAP (mmHg) 94±2 94±3  106±3 * 119±3 † 131±5  
DAP (mmHg) 59±3 63±3  73±2 * 82±2 † 90±4  
MAP (mmHg) 71±3 67±6  84±3 * 94±2 † 103±4 
      
Serum levels      
Cholesterol (mmol/L) 2.1±0.1 3.1±0.1 16.6±2.0* 20.1±2.2† 20.1±1.3 
LDL (mmol/L) 0.5±0.1 1.2±0.1 10.3±1.6* 12.4±1.1† 12.7±1.0 
HDL (mmol/L) 1.3±0.1 1.7±0.1 1.7±0.1 1.9±0.1 1.7±0.1 
Triglycerides (mmol/L) 0.7±0.1 0.7±0.2 6.2±0.5 * 7.5±0.8 † 8.5±0.8 
      
HR: Heart Rate; SAP: systolic arterial pressure; DAP: diastolic arterial pressure; MAP: 
mean arterial pressure; LDL: Low-density lipoprotein; HDL: High-density lipoprotein; 
bpm: beat per minute. *p<0.05 versus 3-m/o WT; †p<0.05 versus 6-m/o WT; n=8-10 
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Dans cette section, je discuterai des différents résultats de mes travaux et tenterai de 
montrer le lien entre les trois différentes études présentées dans cette thèse. Tout en 
mesurant les forces et les faiblesses de mes travaux, je tenterai d’élucider l’impact des 
facteurs de risque pour les maladies cardiovasculaires et du stress oxydant sur la fonction 
cérébrale endothéliale et son influence sur les fonctions cognitives. J’essaierai de 
démontrer comment une diminution de la fonction endothéliale, en association avec une 
augmentation de stress oxydant, peut mener à une réduction du débit sanguin cérébral et 
ultimement, à une perte des fonctions cognitives. 
 
5.1 Les DRO au niveau cérébral : effets bénéfiques ou délétères ? 
5.1.1 Le H2O2 en tant que médiateur. 
Nous avons démontré au cours de l’étude #1 que le H2O2 était un médiateur 
endothélial essentiel au niveau cérébral chez les souris saines. Ce médiateur est 
responsable aussi bien de la dilatation induite par l'acétylcholine (Drouin et al. 2007) que 
de la dilatation induite par un stimulus physiologique (FMD) (Drouin & Thorin 2009). Le 
Dr Shimokawa et ses collègues ont démontré ce même mécanisme à plusieurs reprises 
dans les artères de résistance périphériques, suggérant que les DRO peuvent agir en tant 
que facteurs endothéliaux (Shimokawa & Morikawa 2005; Takaki et al. 2008; Yada et al. 
2008). Même si ces études ont toutes été effectuées chez la souris, le rôle dilatateur du 
H2O2 a aussi été suggéré dans les artères coronaires et intestinales de patients, démontrant 
la possibilité que les DRO puissent réguler la fonction endothéliale humaine (Sato et al. 
2003; Hatoum et al. 2005). Toutefois, ces études portent à croire que seules de faibles 
quantités de DRO produites peuvent être bénéfiques. 
Le H2O2 est plus stable et réagit moins avec l’O2- que le NO. Il est donc 
avantageux pour le cerveau, un organe possédant une faible capacité antioxydante, de 
favoriser ce médiateur endothélial. En condition physiologique, plusieurs sources de DRO 
ont été identifiées, telles que la NADPH oxydase (Paravicini et al. 2006) et les 
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mitochondries (Harman 1993). Dans l’étude #1, nous avons démontré que le H2O2 produit 
dans les artères cérébrales provient de la eNOS. La NOS est une enzyme similaire à la 
NADPH oxydase qui fonctionne par transfert d’électrons à partir du NADPH et, par 
conséquent, qui est capable de produire l’O2- (Stroes et al. 1998). Au niveau périphérique, 
en condition physiologique, la NOS est sous forme de dimère et libère du NO (Takaki et 
al. 2008). Il a été suggéré que dans des conditions pathologiques, le découplage de la 
NOS mènerait à la formation de DRO (Cai 2005). Le BH4 est le cofacteur essentiel de la 
NOS et, selon la littérature, serait important dans la régulation de la production de l’O2- / 
NO (Wever et al. 1997). Des études ont montré que les niveaux de BH4 sont plus faibles 
au niveau cérébral que dans les autres lits vasculaires (Yoshida et al. 2000). Le BH4 peut 
réagir avec l’O2- afin de former le BH3. Comme le cerveau a une capacité antioxydante 
réduite, le BH4, pourrait se lier préférentiellement à l’O2- plutôt qu’à la NOS et induire 
son découplage. De plus, les niveaux de BH4 sont affectés par les hauts taux de glucose. 
Par exemple, lors du diabète, où les niveaux de glucose circulants sont très élevés, 
l’expression de BH4 au niveau périphérique est grandement diminuée (Sasaki et al. 2008). 
Les neurones sont incapables d’emmagasiner le glucose et nécessite son apport constant 
en provenance de la circulation sanguine. Les cellules endothéliales cérébrales étant 
directement en contact avec le sang, leur niveau de BH4 pourrait être affecté par cet apport 
constant de glucose contrairement aux cellules endothéliales des autres organes. Il en 
résulterait une formation privilégiée d’O2- plutôt que de NO dans les cellules cérébrales. 
Toutefois, la raison exacte d’une diminution du niveau de BH4 dans les cellules 
endothéliales cérébrales est encore incertaine.  
Les souris déficientes en SOD ont une fonction endothéliale diminuée (Faraci & 
Didion 2004). De plus, l’application exogène de SOD semble augmenter la dilatation 
dépendante de l’endothélium cérébral (Terashvili et al. 2006). Il est donc fortement 
suggéré que le H2O2 ait des effets importants physiologiques sur les vaisseaux au niveau 
cérébral. Cependant, le H2O2 reste un DRO et peut avoir des effets néfastes notamment 
lors de la réaction de Fenton : c’est la réaction d'oxydation du H2O2 avec un ion ferreux 
aboutissant à la formation du radical OH- qui est un oxydant beaucoup plus puissant que 
le H2O2 (Guyton & Hall 2000).  
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En définitive, bien que le H2O2 fasse partie de la catégorie des DRO, il est 
chimiquement plus stable et moins dommageable que les autres DRO. Ainsi, il est logique 
que le H2O2 soit un médiateur de choix dans un système hautement susceptible à 
l’augmentation du stress oxydant tel que le cerveau. 
 
5.1.2 Mais qu’en est-il du NO ?  
 Mes études ont démontré que le NO n’est pas impliqué dans la dilatation 
endothéliale cérébrale, mais est présent au niveau périphérique (Drouin et al. 2007). 
Toutefois, le NO reste un modulateur important au niveau cérébral. En effet, lors de 
l’hyperémie fonctionnelle observée par laser doppler (tel que dans l’étude #3), il a été 
démontré que le NO était le médiateur libéré pour induire la vasodilatation suite à la 
stimulation neuronale (Okamura et al. 2002). De plus, le NO est nécessaire à plusieurs 
fonctions neuronales dont la mémoire (Vanhoutte 2009b). Il a été démontré que la eNOS 
et la iNOS sont plus susceptibles au découplage que la nNOS (Pou et al. 1999). Les 
neurones, qui contiennent beaucoup de nNOS, pourraient être à l’origine de cette 
production de NO. Il est donc possible qu’à l’intérieur des neurones, le NO soit un 
médiateur important mais que dans les cellules endothéliales, le H2O2 prime. 
 
5.1.3 Les effets néfastes des DRO.  
En réalité, les études montrent que ce n’est pas la grande quantité de DRO qui est 
néfaste, mais bien le débalancement entre la production de DRO et la capacité 
antioxydante (Droge 2002). Tant que la présence d’antioxydant est capable de protéger les 
tissus contre les attaques oxydantes, les DRO ne sont pas néfastes. Or, le cerveau est 
sensible aux attaques oxydantes et possède une capacité antioxydante réduite. De plus, 
nous avons démontré que les DRO sont impliqués dans la régulation des fonctions 
endothéliales suggérant que les enzymes libérant les DRO sont aussi présentes au niveau 
cérébral. 
L’augmentation de DRO a effectivement été observée lors de plusieurs pathologies 
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et les 
démences vasculaires (Matz et al. 2000). En effet, les traitements à la vitamine C et E ont 
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montré des effets bénéfiques chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer montrant 
que la balance entre les DRO et le système endogène antioxydant est affectée lors de ces 
pathologies (Joseph et al. 2009; Spencer 2009). De plus, nos études (études #2 et #3) ont 
montré que dans un contexte de stress oxydant élevé, tel que l’athérosclérose, la 
consommation de catéchine permet de rétablir la FMD ainsi que la dilatation dépendante 
de l’endothélium induite par l’ACh. La théorie du vieillissement est un autre bon exemple 
de cette modification de l’équilibre redox des cellules. Cette théorie, telle qu’émise par 
Harman, stipule que l’augmentation des DRO est susceptible de causer des dommages 
irréversibles menant à la diminution des fonctions cellulaires et au vieillissement 
cellulaire augmentant ainsi les chances de développer des maladies. Le vieillissement est 
par conséquent un facteur de risque important des maladies neurodégénératives, 
puisqu’une fois oxydés, les neurones ne possèdent pas la capacité de se régénérer. Lors 
des études #2 et #3, nous avons démontré que l’athérosclérose, peut affecter les cellules 
endothéliales cérébrales. En effet, nous avons pu remarquer que la présence de plaques 
athérosclérotiques au niveau périphérique accentue le stress oxydant endothélial, induit 
une dysfonction endothéliale et une augmentation du TM dans les artères cérébrales. Or, 
la simple présence de facteurs de risque pour les maladies cardiovasculaires peut mener à 
la détérioration de la fonction des cellules endothéliales cérébrales et ultimement à la 
dégénérescence neuronale.  
 
En définitive, les DRO sont des molécules qui, en condition physiologique, sont 
essentielles. En effet, outre leurs implications dans la dilatation, les DRO sont aussi 
impliquées dans la défense contre les pathogènes (Rhee 2006). Le facteur endothélial 
relaxant par excellence, le NO, est lui-même un DRO. Chaque organe possède des 
particularités et doit avoir des mécanismes qui lui sont propres afin de maximiser ses 
fonctions. Or, comme toutes substances, lorsque les DRO sont libérés en excès, ils 
peuvent devenir néfastes. En fait, je crois que c’est le débalancement de l’équilibre redox 
qui entraîne des dommages aux composantes cellulaires.  
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5.2 L’impact du vieillissement et de l’athérosclérose sur la voie du H2O2.  
La voie du H2O2 est responsable de 50% de la dilatation dépendante de 
l’endothélium au niveau cérébral; la PGI2 et l’EDHF étant responsables du reste (Drouin 
et al. 2007). Lors des études #2 et #3, nous avons démontré qu'au cours du vieillissement 
chez les souris de type sauvage, la fonction de la eNOS et la production de H2O2 étaient 
diminuées, mais néanmoins toujours présentes. En revanche, dans un contexte 
d’athérosclérose, nous avons observé que la voie de la NOS était largement diminuée dès 
l’âge de 6 mois (étude #2) et complètement abolie à l'âge de 12 mois (étude #3). De plus, 
chez les souris athérosclérotiques âgées de 12 mois, l’augmentation de H2O2 observée lors 
de la faible dilatation était complètement insensible à l'inhibiteur de la NOS (L-NNA), ce 
qui n’était pas le cas chez les vieilles souris de type sauvage. Ces résultats suggèrent que 
le vieillissement serait moins susceptible d’affecter la voie de la NOS que l'athérosclérose 
ou, autrement dit, que l'athérosclérose accélère le processus du vieillissement cellulaire. 
L’augmentation de la production de DRO et la diminution de la capacité antioxydante 
sont à l’origine des maladies cardiovasculaires (Collins et al. 2009a). Il semble donc que 
la dysfonction de la NOS dépende de la balance entre les deux composantes de l'équilibre 
redox. 
Les dysfonctions endothéliales surviennent de façon précoce en présence 
d’athérosclérose autant au niveau périphérique (Gendron et al. 2007) que cérébral (études 
#2 et #3). Cela suggère que la présence de l’athérosclérose produit beaucoup plus de DRO 
que le simple vieillissement. Lors des études #2 et #3, nous avons observé que 
l’augmentation de stress oxydant, aussi bien à 6 mois qu’à 12 mois chez les souris saines, 
était accélérée (présence de stress oxydant dès 3 mois) et potentialisée par la présence 
d’athérosclérose. Plus les niveaux de DRO sont élevés, plus les risques d'affecter la NOS 
sont grands. Dans nos deux études, nous avons pu observer que les niveaux protéiques de 
la eNOS ne semblaient pas affectés par le stress oxydant. Toutefois, lors de l’étude #2 
nous avons mesuré que l’activité de la eNOS était diminuée au cours du vieillissement et 
d’une façon accélérée en présence de maladie.   
 
Ainsi, l’athérosclérose affecte la voie du H2O2 plus que le vieillissement. Mes 
études montrent que le vieillissement affecte la voie du H2O2 à l’âge de 12 mois 
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seulement alors que l’athérosclérose la diminue à 3 mois et l’abolit à l’âge de 12 mois. 
L’athérosclérose induit donc des changements irréversibles et est donc plus dommageable 
que le vieillissement seul.  
 
 
5.3 Impact du vieillissement et de l’athérosclérose sur la libération des facteurs 
endothéliaux cérébraux. 
Dans le système vasculaire, la eNOS fonctionne en synergie ou en compétition 
avec les autres facteurs endothéliaux. Par exemple, au niveau périphérique, il a été 
démontré que l’inhibition pharmacologique de la NOS révèle la présence du TXA2, un 
facteur vasoconstricteur (Gendron & Thorin 2007). De plus, il existe des mécanismes de 
compensation puisque l’inhibition d’un seul des EDRF augmente la participation des 
autres EDRF lors de la stimulation de l’endothélium à l’ACh afin de maintenir la 
dilatation (Meng et al. 1998; Thorin et al. 1998; Gendron et al. 2007). Par exemple, dans 
l’artère fémorale chez les souris saines, l’inhibition de la NOS entraîne une compensation 
par l’EDHF afin de maintenir la dilatation maximale (Krummen et al. 2005). Mais est-ce 
le cas au niveau cérébral ? 
Lors de précédents travaux, nous avons démontré que la dilatation dépendante de 
l’endothélium cérébral, dans nos conditions expérimentales, était dépendante de trois 
voies distinctes, soient la NOS, la PGI2 et l’EDHF (dans notre cas les EET) (Drouin et al. 
2007). L’inhibition d’un seul facteur, contrairement à la circulation périphérique, n’induit 
pas de compensation par les autres EDRF, mais entraîne une diminution de la dilatation 
maximale. Cette propriété des artères cérébrales les rend plus vulnérables puisque 
l’absence de l’un de ces facteurs réduit la capacité de dilatation de l’endothélium.   
Outre la diminution d’EDRF, la production d’EDCF peut mener à une diminution 
de la dilatation maximale. Lors de l’étude #2, nous avons observé que l’athérosclérose, 
aussi bien que le vieillissement, en plus de réduire l’activité de la NOS, pouvait induire la 
libération de TXA2, diminuant ainsi la dilatation globale. Ce phénomène a été observé à 
12 mois chez la souris saine et à 3 mois chez la souris ATX, démontrant que 
l’athérosclérose, bien qu’étant une maladie périphérique, affecte la libération d’EDCF au 
 222 
niveau des cellules endothéliales cérébrales. L’augmentation d’EDCF avec la maladie et 
le vieillissement, a précédemment été démontrée (Gendron et al. 2007). Toutefois, cela 
semble arriver de façon plus tardive au niveau périphérique puisque dans les artères 
rénales de souris athérosclérotiques, l’augmentation d’EDCF survient à 6 mois, alors que 
nous l’avons observée dès 3 mois dans les artères cérébrales. Mais quel est l’élément 
déclencheur de l’augmentation de la libération d’EDCF ? 
Il est possible d’imaginer que l’augmentation des DRO puisse affecter le statut des 
cellules endothéliales et modifier ou influencer la composition enzymatique des cellules. 
Prenons l’exemple du TXA2 et de la PGI2. Ces deux composés proviennent de la COX. 
Or, la libération de ces facteurs varie en fonction de l’état pathologique et de la 
localisation de la cellule. Par exemple, en condition physiologique, les plaquettes libèrent 
préférablement du TXA2 alors que les cellules endothéliales libèrent préférablement de la 
PGI2. Le choix du médiateur libéré ne dépend pas seulement de l’isoforme de la COX 
puisque les trois types libèrent le même composé, soit la PGH2 (voir figure 4). Le choix 
du médiateur libéré dépend plutôt de la présence ou non des différentes enzymes 
synthases qui sont présentes autour de la COX (dans notre cas la thromboxane et la 
prostacycline synthases). Or, lors de l’athérosclérose, il y aurait, au niveau périphérique, 
une augmentation de la présence de thromboxane synthase et une augmentation de la 
libération de TXA2 qui est impliqué dans l’athérogénèse (Wu 2003). On peut donc 
considérer que l’augmentation de stress oxydant fasse varier la composition cellulaire de 
ces enzymes. En effet, les DRO peuvent oxyder non seulement les lipides, mais aussi 
l’ADN et les protéines (incluant les enzymes). Les DRO ont ainsi la capacité d’influencer 
la composition enzymatique des cellules et peuvent ainsi affecter les facteurs 
endothéliaux. Lors des études #2 et #3, nous avons montré que la présence 
d’athérosclérose pouvait augmenter la formation de DRO plus rapidement et plus 
fortement que le vieillissement, autant au niveau périphérique (DHE aortique) que 
cérébral (iNOS et Mn-SOD). Cette forte augmentation de DRO, associée à 
l’athérosclérose, pourrait donc être responsable de la dysfonction endothéliale précoce et 
des changements de libérations des différents EDRF/EDCF au niveau cérébral. 
Toutefois, il faut noter que, dans nos études, les changements de réactivité 
n’impliquaient pas les cellules musculaires lisses vasculaires puisqu’en condition basale 
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(en absence d’inhibiteur) la contraction induite par la phényléphrine (10!M) ne semblait 
pas être affectée par le vieillissement. Il est, par conséquent, possible qu’in vivo les 
astrocytes ou les neurones compensent la perte du facteur manquant et permettent la 
dilatation maximale malgré la présence de maladie. Comme nous travaillons sur un 
système isolé, il nous est impossible de vérifier cette hypothèse.  
En considérant tous ces résultats, je crois que le vieillissement induit des 
changements dans la libération EDCF/EDRF en favorisant la libération d’EDCF aux 
dépens des EDRF. Ces changements sont particuliers au type cellulaire étudié et varient 
en fonction de l’environnement dans lequel on évolue. L’apparition de facteurs de risque 
accélère l’apparition de ces changements et induit une libération précoce d’EDCF 
conséquente d’une accentuation de la production de DRO.  
 
5.3.1 Le stress oxydant, la NOS et le TXA2 : à qui la victoire? 
Lors de l’étude #2, en présence du vieillissement et/ou de l’athérosclérose, nous 
avons observé une augmentation de stress oxydant, une production précoce de TXA2 ainsi 
qu’une diminution de l’activité de la NOS. Mais lequel de ces facteurs a la plus grande 
influence ? 
Il a été démontré que, dans les artères rénales de souris, l’inhibition 
pharmacologique de la NOS révèle la présence de TXA2 suite à une stimulation par 
l’ACh. Cette même étude suggère que l’activation du récepteur TP par le TXA2 induit la 
production de DRO qui affecte par la suite les autres facteurs endothéliaux (Gendron & 
Thorin 2007). Au niveau cérébral, la production de NO et de TXA2 semble plus 
importante que dans les autres lits vasculaires (Neppl et al. 2009). Or, il a été proposé, au 
niveau cérébral chez le rat, que l’augmentation de TXA2, en se liant à son récepteur 
produit une augmentation de O2- et une diminution de la dilatation dépendante de la NOS 
(Neppl et al. 2009). Il est suggéré que l’O2- peut agir directement sur la NOS ou encore 
diminuer la biodisponibilité de NO. Mis ensemble, ces résultats suggèrent que 
l’augmentation de DRO induit une libération de TXA2, qui lorsque liée à son récepteur 
induit à son tour une augmentation de DRO capable de diminuer l’activité de la NOS. 
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Nous entrons dans un cercle vicieux puisque la NOS elle même, au niveau cérébral, peut 
libérer à son tour de l’O2-. 
Les résultats obtenus dans l’étude #2 sont en accord avec ce mécanisme, puisque 
lorsque la quantité de O2- est augmentée (augmentation du marquage au DHE) l’inhibition 
de la thromboxane synthase ou de la COX est capable de rétablir non seulement la 
dilatation, mais aussi l’activité de la NOS. Toutefois, lorsque la quantité de DRO devient 
trop importante, un point de non retour est atteint (12-m/o ATX) où l’inhibition de la 
production de TXA2 n’est plus capable de rétablir l’activité de la NOS. Ce mécanisme ne 
semble pas présent chez les souris jeunes et saines puisque l’inhibition des COX réduit la 
dilatation, démontrant l’implication de la PGI2 à cet âge. L’inhibition de la thromboxane 
synthase n’a, quant à elle, aucun effet sur la dilatation.  
Tel que mentionné précédemment, chez les souris 12-m/o ATX, la NOS est 
devenue dysfonctionnelle et ceci est associé à l’apparition de la NADPH oxydase 
(sensible à l'apocynine) comme source des DRO mesurés. Ainsi, avec la maladie et le 
vieillissement nous entrons dans un cercle vicieux menant à la détérioration des cellules 
endothéliales. Le stress oxydant semble donc être l’élément déclencheur et le TXA2 autant 
que la NOS sont les médiateurs qui contribuent à la détérioration des fonctions 
endothéliales cérébrales. 
 
5.4 Des cellules endothéliales et/ou les neurones, qui contrôlent le débit sanguin 
cérébral ?  
Le débit sanguin au niveau cérébral doit être constant, puisque les cellules 
cérébrales (en dehors des astrocytes) n’ont pas la capacité d’emmagasiner l’énergie. Dans 
l’étude #3, nous avons observé que l’augmentation de débit sanguin, suite à 
l’augmentation métabolique neuronale, ou hyperémie fonctionnelle, était diminuée par le 
vieillissement et l’athérosclérose. L’augmentation de débit sanguin suite à la stimulation 
des moustaches fait appel à l’unité neurovasculaire afin de créer une augmentation locale 
de débit. Une diminution de débit, telle que mesurée par laser doppler, est donc 
conséquente d’une diminution de la stimulation des vaisseaux par les neurones. Mais 
comment ?  
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Le stress oxydant a été associé avec le vieillissement, l’athérosclérose ainsi qu’à 
plusieurs maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer (Pratico 2008) et 
le Parkinsonisme (Mandel et al. 2006). La plupart des DRO sont liposolubles et peuvent 
facilement traverser la BBB et atteindre les neurones. Cela induit donc une peroxydation 
lipidique et une perte de la fonction neuronale. Il est toutefois peu clair si la 
dégénérescence neuronale est une cause ou encore une conséquence de la diminution du 
débit sanguin. Il a également été proposé par le Dr. Filosa que l’augmentation de débit 
sanguin lors de l’hyperémie fonctionnelle nécessite l’activation des astrocytes (Filosa & 
Blanco 2007). Une diminution de la réponse hyperémique pourrait donc aussi être la 
conséquence d’une dysfonction astrocytaire liée à une augmentation du stress oxydant. 
Ainsi, les facteurs de risque des maladies cardiovasculaires qui induisent une 
augmentation de la production de DRO pourraient donc influencer la survie neuronale ou 
astrocytaire et, conséquemment, le débit sanguin cérébral.  
Lors de l’hyperémie fonctionnelle, l’augmentation locale de débit est nécessaire 
afin de répondre à l’augmentation de la demande métabolique et implique la dilatation des 
vaisseaux en amont. Au niveau périphérique, la dilatation rétrograde s’effectue par 
l’augmentation des forces de cisaillements qui induisent une dilatation (FMD) dépendante 
de l’endothélium vasculaire (Guyton & Hall 2000). Toutefois, le mécanisme exact de la 
dilatation rétrograde au niveau cérébrale n’est pas encore défini. Au cours de l’étude #3, 
nous avons montré que dès l’âge de 6 mois, les souris ATX avaient une diminution de la 
réponse aux forces de cisaillements (une diminution de la FMD), ce qui n’était pas 
observé à 3 mois chez les souris ATX ni à 6 mois chez les souris de type sauvage. Or, le 
débit sanguin cérébral (CBF) suite à l’augmentation de la demande métabolique était 
diminué dès l’âge de 3 mois chez les souris ATX ainsi que chez les souris 6-m/o WT. 
Bien que significative, cette diminution de débit sanguin n’est que de 3 % chez les souris 
WT âgées de 6 mois et de 6 % chez les souris ATX âgées de 3 mois. En revanche, chez 
les souris ATX âgées de 6 mois, où nous avons observé une dysfonction significative de 
la FMD, la diminution de débit sanguin est beaucoup plus importante (11%). Ces résultats 
suggèrent que les cellules endothéliales et neuronales sont impliquées dans la régulation 
du débit sanguin cérébral. Une possibilité pour expliquer la baisse précoce de débit 
sanguin cérébral sans diminution de la FMD est que les neurones sont plus susceptibles au 
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stress oxydant et sont affectés par les DRO avant les cellules endothéliales. Si 
l’augmentation de stress oxydant persiste, la dysfonction de FMD survient et, 
conséquemment, les dommages sont plus importants. Toutefois, comme les études de 
FMD et de CBF n’ont pas été effectuées dans les mêmes artères (dans les grosses artères 
et dans les artères parenchymateuses, respectivement), il est aussi possible que leurs 
réaction face à l’augmentation de DRO soit différente ou encore qu’aucun lien ne puisse 
être établi entre ces deux mécanismes. 
Les neurones et les cellules endothéliales ont donc des actions bien différentes 
dans le contrôle du débit sanguin. Alors que les neurones induisent une dilatation locale 
aiguë, les cellules endothéliales contrôlent la dilatation des vaisseaux en amont afin de 
permettre l’augmentation de débit sanguin soutenue. Je crois qu’il existe un contrôle 
partagé entre les cellules endothéliales et les neurones dans le contrôle du débit sanguin 
cérébral. Ainsi, la perte de l’un ou l’autre des mécanismes de contrôle peut affecter, d’une 
façon plus ou moins importante, le débit sanguin cérébral. 
 
5.4.1 Débit sanguin et fonctions cognitives, quel est le lien? 
Il a été démontré que l’hypoperfusion lors de l’ischémie cérébrale est une cause de 
la mort neuronale (Hong et al. 2000a). Toutefois, lors de maladies affectant les artères 
périphériques telles que l’athérosclérose, la simple diminution de débit sanguin peut-elle 
affecter la fonction cognitive?  
Nous avons démontré dans l’étude #3 que la fonction cognitive estimée par le test 
du Water maze était diminuée chez les souris ATX âgées de 6 mois alors qu’elle n’était 
pas affectée chez les souris de type sauvage âgées de 6 mois. Nous avons précédemment 
discuté que le débit sanguin était toutefois altéré chez les souris ATX âgées de 3 mois et 
les souris WT âgées de 6 mois. Rappelons que les changements de débit à l’âge de 3 mois 
chez les souris ATX et les souris WT âgées de 6 mois sont faibles (diminution de 6% et 
3%, respectivement) alors qu’ils étaient beaucoup plus prononcés chez les souris ATX 
âgées de 6 mois (11%). Ces résultats suggèrent qu’il pourrait exister des mécanismes de 
compensation provenant de l’unité neurovasculaire. Ces mécanismes permettraient de 
maintenir une perfusion sanguine adéquate jusqu’à un seuil où les fonctions cognitives 
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seraient altérées. Tel que décrit précédemment, le seuil critique pourrait être une 
dysfonction de la FMD, qui, lorsqu’elle est présente, diminuerait la dilatation des 
vaisseaux en amont et empêcherait l’augmentation de débit sanguin nécessaire au 
maintient des fonctions cognitives. Cette théorie est appuyée par les résultats obtenus lors 
de l’étude #3 qui montrent qu’un traitement préventif avec la catéchine est associé avec 
une préservation de la fonction endothéliale et une amélioration des fonctions cognitives 
chez les souris ATX âgées de 6 mois. Selon cette hypothèse, il est possible d’imaginer 
que la baisse des capacités d’apprentissage observée à 6 mois chez les souris ATX serait 
amplifiée chez les souris ATX âgées de 12 mois, en présence d’un fort stress oxydant et 
d’une dysfonction endothéliale totale.  
 
En résumé, je propose que même si les neurones sont plus sensibles à 
l’augmentation de DRO, les dommages doivent atteindre un certain seuil avant de pouvoir 
influencer la capacité d’apprentissage. Je pense que la diminution de débit sanguin et 
l’augmentation de DRO peuvent toutes deux induire la perte neuronale in vivo et 
influencer les fonctions cognitives. 
 
5.5 La catéchine dans la protection des facteurs endothéliaux et des fonctions 
cognitives. 
Dans les études #2 et #3 nous avons utilisé un antioxydant, la catéchine. 
L’inhibition de la production d’O2- (démontrée par la diminution des marquages au DHE ; 
études #2 et #3) par la catéchine est associée avec une amélioration de la fonction 
endothéliale cérébrale,  du débit sanguin et de la fonction cognitive. Dans nos études, la 
catéchine a été administrée de façon préventive dans le but d’empêcher l’établissement 
des dysfonctions associées au vieillissement et à l’athérosclérose. Dans nos conditions 
expérimentales, l’utilisation de la catéchine a permis de protéger la voie du H2O2 (et donc 
de la NOS) tel que démontré dans l’étude #2. Mais comment ?  
Nous avons pu remarquer lors de l’étude #2 que la catéchine diminue la formation 
de TXA2 et rétablit l’activité de la NOS. Elle diminue également la taille de la plaque 
athérosclérotique, abaisse la pression artérielle (étude #2) ainsi que le tonus vasculaire de 
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base (TM) chez les souris ATX. L'antioxydant est donc capable de diminuer l'impact de 
l’athérosclérose sur les fonctions cardiovasculaires. Nous avons aussi observé dans les 
études #2 et #3, qu’un traitement chronique à la catéchine pouvait rétablir la dilatation 
dépendante de l’endothélium qu’elle soit induite par les forces de cisaillements ou par 
l’ACh. En accord avec nos résultats, il a précédemment été démontré que la catéchine 
pouvait avoir des effets bénéfiques sur la fonction endothéliale (Stoclet et al. 2004). Il a 
aussi été démontré que la catéchine peut augmenter l’expression de la NOS et diminuer la 
production de TXA2 (Choi et al. 2002; Dohadwala & Vita 2009). Dans les études #2 et 
#3, nous avons également observé qu’au niveau systémique, la catéchine diminuait la 
production de TXA2 sans toutefois influencer l’expression protéique de la eNOS ou 
encore de la iNOS. En plus d’augmenter la fonction endothéliale, la consommation de 
catéchine semble aussi augmenter la défense antioxydante au niveau cérébral tel que 
suggéré par l’augmentation protéique de la Mn-SOD (étude #3). Il a précédemment été 
rapporté que la catéchine pouvait augmenter la capacité antioxydante au niveau 
périphérique (Mandel et al. 2004). Finalement, la consommation de catéchine a aussi 
rétabli le débit sanguin cérébral ainsi que la fonction cognitive. Tous ces résultats 
suggèrent que l’augmentation de DRO puisse influencer tous ces phénomènes. Ainsi, la 
diminution de DRO pourrait avoir des effets positifs au niveau endothélial et neuronal. 
En définitive, un traitement préventif avec la catéchine a eu d’excellentes 
répercussions au niveau cérébral. Le traitement a permis de contrer l’accélération du 
déclin des fonctions endothéliales et cognitives associée à l’athérosclérose.  
 
5.6 Limitations des études 
Bien que nos études proposent des explications concernant l’évolution des facteurs 
endothéliaux cérébraux et leurs impacts sur la fonction cognitive, ces études font face à 
certaines limitations. Tout d’abord, nous travaillons dans un système isolé et au niveau 
cérébral, la présence de l’unité neurovasculaire a une grande influence sur le débit 
sanguin. Or, dans toutes les études nous avons regardé les facteurs de façon indépendante 
ce qui ne reflète pas nécessairement la situation in vivo. Pour améliorer notre 
connaissance des phénomènes in vivo, nous pourrions tout d’abord traiter les souris ATX 
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avec un inhibiteur de TXA2, tel que l’indométhacine ou encore le térutroban (un inhibiteur 
du récepteur TP récemment développé). Comme nous avons identifié le TXA2 en tant 
qu’élément central de la dysfonction endothéliale, cela nous permettrait d’éclaircir le rôle 
du TXA2 dans la progression du déclin des fonctions endothéliales et cognitives chez la 
souris. De plus, nous pourrions mesurer la densité neuronale ou encore l’activité des 
astrocytes. Une diminution de la densité neuronale ou astrocytaire nous permettrait de 
mieux comprendre le lien entre la diminution de débit sanguin et les fonctions cognitives. 
Toutes ces méthodes devraient être effectuées in vivo afin de bien comprendre les 
mécanismes impliqués, et les résultats pourraient nous éclairer quant à la fiabilité de nos 
hypothèses.  
Ensuite, il ne faut pas négliger que les études ont été effectuées chez la souris. 
L’extrapolation chez l’humain est risquée. Toutefois, certaines études effectuées chez 
l’humain montrent que l'H2O2 dérivé de la NOS est un mécanisme impliqué dans la 
dilatation des artères coronaires de patients (Sato et al. 2003). De plus, récemment, un 
médicament contre le récepteur de TXA2, le térutroban, a été utilisé pour des études 
cliniques de phase 3 (l’étude PERFORM) chez des patients ayant eu des AVC afin 
d’empêcher les récidives (Bousser et al. 2009). Les résultats de cette étude ne sont 
toutefois pas encore connus. Finalement, des études épidémiologiques chez l’humain ont 
associé l’augmentation de DRO, l’hypertension et l’athérosclérose avec une incidence 
accrue de développer de maladies neurodégénératives (Valko et al. 2007). Malgré ces 
quelques évidences chez l’humain, les souris utilisées pour les études expérimentales 
évoluent dans un environnement contrôlé et possèdent un bagage génétique identique, ce 
qui n’est pas le cas chez l’humain. En effet, les différences génétiques, le mode de vie et 
l’environnement peuvent influencer l’évolution de la fonction endothéliale. 
L’utilisation de la catéchine a aussi ses limites. Or, l’utilisation de ce composé, 
bien qu’il ait plusieurs effets bénéfiques sur l’athérosclérose peut avoir plusieurs effets 
indirects, c’est-à-dire autres que l’inactivation des composés radicalaires. En effet, 
contrairement aux autres composés antioxydants endogènes, la catéchine a aussi des 
propriétés anti-inflammatoires et anti-thrombogéniques (Suzuki et al. 2009), qui 
pourraient indirectement offrir des effets bénéfiques sur la fonction vasculaires. De plus, il 
faut noter que des études non publiées dans notre laboratoire ont montré que le traitement 
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chronique avec la catéchine avait des effets bénéfiques chez les souris ATX mais des 
effets délétères chez les souris de types sauvages. La différence de résultats dépend de 
l’état cellulaire redox initial de la souris. Les résultats d'un traitement antioxydant doivent 
donc être considérés avec précaution. 
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6 Conclusions et perspectives 
Dans nos études, nous avons identifié le H2O2 dérivé de l’activité de la NOS en tant 
que médiateur principal de la dilatation induite par les forces de cisaillements. De plus, 
nous avons déterminé l’impact du vieillissement et de l’athérosclérose sur la fonction 
endothéliale cérébrale. Nous avons montré que le vieillissement des cellules endothéliales 
cérébrales était associé avec une libération de TXA2 accrue et une diminution de la voie 
du H2O2 qui sont toutes deux conséquentes d’une augmentation de stress oxydant. La 
présence d’un facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires telles que 
l’athérosclérose accentue la production de DRO et induit une dysfonction endothéliale 
précoce qui peut être prévenue par un traitement antioxydant avec la catéchine. Nous 
avons aussi démontré que l’augmentation du stress oxydant, associé à l’athérosclérose, a 
pour effet d’accélérer la dysfonction de la FMD entraînant une diminution du débit 
sanguin et, ultimement, une diminution des fonctions cognitives précoces qui sont 
normalement associées au vieillissement. Un traitement chronique préventif avec 
l’antioxydant catéchine, permet de renverser la dysfonction endothéliale, la diminution de 
débit sanguin cérébral ainsi que d’améliorer les fonctions cognitives. 
 Ces travaux ont donc permis de distinguer l’effet du vieillissement des effets de 
l’athérosclérose sur les fonctions vasculaires cérébrales. De plus, nos études permettent 
d’obtenir plus d’informations sur l’impact de l’athérosclérose, le facteur de risque le plus 
important pour le développement des AVC, sur la fonction endothéliale cérébrale. Nous 
avons été capables de renverser les effets néfastes du TXA2 et du stress oxydant sur la 
fonction endothéliale vasculaire par un traitement chronique à la catéchine. Le traitement 
ayant aussi eu des effets bénéfiques sur le débit sanguin cérébral et la fonction cognitive, 
nous pouvons émettre l’hypothèse selon laquelle un inhibiteur de TXA2 pourrait avoir non 
seulement des effets bénéfiques sur le développement des AVC en présence 
d’athérosclérose mais aussi sur le déclin du débit sanguin cérébral et des fonctions 
cognitives présentant ainsi une nouvelle avenue de traitement au niveau cérébral.  
Toutefois, en considérant les études effectuées, il serait très intéressant d’aller 
mesurer l’implication des neurones et des astrocytes dans le contrôle de la fonction 
vasculaire cérébrale. De plus, il serait intéressant de mesurer l’influence de 
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l’athérosclérose sur ces types cellulaires. En effet, je crois que mes études ont montré que 
l’unité neurovasculaire joue un rôle central dans la régulation des fonctions cérébrales. 
L’impact des cellules endothéliales est non négligeable, toutefois, nous devons considérer 
les autres types cellulaires cérébraux qui pourraient, in vivo, influencer le contrôle de 
l’hyperémie fonctionnelle. Comme le stress oxydant est impliqué dans le développement 
des maladies neurodégénératives, il me semble très important de déterminer l’impact des 
DRO sur les autres types cellulaires impliqués dans le contrôle du débit sanguin. 
Les effets des antioxydants au niveau cérébral ont été très importants. Tel que 
discuté précédemment, la catéchine pourrait avoir des effets autres que la simple 
inactivation des composés radicalaires. Or, je crois qu’il serait opportun d’effectuer les 
mêmes études avec un composé ayant seulement des propriétés antioxydantes tel que le 
N-acétylcystéine. Ces études permettraient de déterminer si les DRO sont au centre de 
tous ces effets ou bien si les effets anti-thrombogéniques et anti-plaquettaires de la 
catéchine font d’elle un composé unique ayant des effets bénéfiques marqués autant au 
niveau périphérique que central dans un contexte d’athérosclérose. 
Finalement, tel que discuté précédemment, il faudrait effectuer un traitement 
chronique avec un inhibiteur du récepteur du TXA2 et voir les effets sur la fonction 
cognitive. Selon mes études, je crois qu’il serait bénéfique, dans un contexte 
d’athérosclérose, d’utiliser un inhibiteur du TXA2 afin de prévenir les complications au 
niveau cérébral. Comme l’athérosclérose est un facteur de risque majeur pour le 
développement des AVC, non seulement l’inhibiteur du TXA2 pourrait diminuer les 
récidives d’événements cardiovasculaires, et peut-être même, diminuer les complications 
associées à l’athérosclérose.  
En somme, toutes ces études mèneraient à une compréhension plus approfondie du 
mécanisme de régulation du débit sanguin cérébral ainsi que de son évolution à travers 
l’âge et les maladies. Nous pourrions ainsi trouver une nouvelle avenue de traitement et, 
peut-être, prévenir les complications associées à l’athérosclérose telles que l’AVC et le 
développement de maladie neurodégénératives. 
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